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Einleitung 1
1. Einleitung
1.1. Das Epstein Barr Virus (EBV) und seine Latenz
Das Epstein-Barr Virus (EBV) ist ein humanes Gamma-Herpesvirus mit doppelsträngigem
DNA-Genom, mit dem über 90% der Weltbevölkerung latent infiziert sind. EBV ist ätiolo-
gisch eng mit einer Reihe von humanen Krebserkrankungen assoziiert, wie z.B. dem Burkitt
Lymphom, dem Hodgkin Lymphom, dem Nasopharynx-Karzinom und post-Transplantations-
lymphoproliferativen Erkrankungen (Übersichtsartikel: Kieff, 1996; Rickinson und Kieff,
1996). EBV ist in der Lage, humane B-Zellen in vivo und in vitro sehr effizient zu infizieren
und dabei zu immortalisieren.
Nach der oft asymptomatischen Primärinfekion über Epithelzellen des Nasen-Rachenraums
infiziert und immortalisiert das Virus Zellen des B-Zell-Kompartiments. Im gesunden Men-
schen werden EBV-immortalisierte proliferierende B-Lymphozyten durch die zytotoxischen
T-Zellen des Immunsystems eliminiert, weshalb eine EBV-Infektion in der Regel nicht zur
Entwicklung von lymphoproliferativen Erkrankungen führt (Khanna et al., 1995). Letztend-
lich persistiert das Virus lebenslänglich in episomaler Form in ruhenden Gedächtnis-B-Zellen
des Trägers (Miyashita et al., 1997; Babcock et al., 1999). Durch eine Beeinträchtigung der
Funktion des Immunsystems, wie im Fall einer fortgeschrittenen HIV-Infektion oder bei
immunsupprimierten Transplantationspatienten, kann es jedoch zur Entwicklung von EBV-
assoziierten immunoblastischen Lymphomen kommen (Kieff, 1996; Rickinson und Kieff,
1996). Immortalisierte B-Lymphozyten sind latent mit EBV infiziert und eine Virusprodukti-
on findet nicht statt. Die Faktoren, die zur Reaktivierung des latenten EBV und zum Über-
gang in den lytischen Infektionszyklus führen, sind bisher wenig definiert.
Als in vitro Modell für die latente EBV-Infektion dienen lymphoblastoide Zelllinien, soge-
nannte LCLs („lymphoblastoid cell lines“), die durch Immortalisierung primärer B-Zellen mit
EBV in vitro etabliert werden können (Thorley-Lawson und Mann, 1985). In LCLs wird nur
ein Teil der über 80 EBV-kodierten Gene exprimiert (Übersichtsartikel: Young et al., 2000).
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Diese Gene kodieren für die EBV nukleären Antigene EBNA1, 2, 3A, 3B, 3C und EBNA-LP
sowie für die drei latenten Membranproteine LMP1, 2A und 2B. Zusätzlich wurde in LCLs
auch die Expression von kleinen, nicht-adenylierten RNAs, EBER1 und 2, nachgewiesen.
Nicht alle der genannten Gene sind absolut notwendig für den Prozeß der B-Zell Immortali-
sierung durch EBV. EBERs und EBNA3B sind verzichtbar, EBNA-LP, LMP2A und B ver-
bessern lediglich die Effizienz der Immortalisierung (Übersichtsartikel: Young et al., 2000).
Die molekularen Funktionen der für die Immortalisierung essentiellen Gene werden im Fol-
genden kurz charakterisiert.
EBNA1 ist ein DNA-bindendes Kernprotein, das eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhal-
tung der latenten Phase spielt. Es bindet an den latenten Replikationsursprung der viralen
DNA (oriP) und vermittelt die Rekrutierung des zellulären „origin recognition complex“
(ORC) an oriP (Chaudhuri et al., 2001; Schepers et al., 2001). Zudem ist EBNA1 für die kor-
rekte Segregation der EBV-Episomen bei der Zellteilung verantwortlich (Yates et al., 1985;
Aiyar et al., 1998). Damit ist EBNA1 für die Integrität der EBV-DNA während der Latenz
essentiell. Eine besondere Eigenschaft von EBNA1 ist seine nahezu fehlende Immunogenizi-
tät. Glycin-Alanin-Wiederholungen innerhalb des EBNA1 Proteins inhibieren die Degradati-
on von EBNA1 durch das Proteasom und damit die Präsentation von EBNA1-Antigenen auf
der Zelloberfläche durch den MHC Klasse I-Weg (Levitskaya et al., 1995; Levitskaya et al.,
1997).
EBNA2 wirkt als Koaktivator bei der Transkription von zellulären und viralen Genen.
EBNA2 induziert die Expression der B-Zell Aktivierungsmarker CD23 und CD21 (Calender
et al., 1987; Wang et al., 1990), der zellulären Tyrosinkinase c-fgr (Knutson, 1990), der vira-
len Gene LMP1, 2A und B und des viralen C-Promotors (Cp) (Abbot et al., 1990; Sung et al.,
1991; Zimber-Strobl et al., 1991; Jin und Speck, 1992). EBNA2 bindet jedoch nicht direkt an
DNA, sondern wird durch Interaktion mit dem zellulären Transkriptionsfaktor RBP-Jκ (Re-
kombinationssignal-Bindeprotein-Jκ) an Promotorsequenzen rekrutiert (Grossman et al.,
1994; Henkel et al., 1994; Waltzer et al., 1994). EBNA2 interagiert zudem mit dem Tran-
skriptionsfaktor PU.1, der für die Transaktivierung von LMP1 durch EBNA2 benötigt wird
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(Laux et al., 1994; Johannsen et al., 1995). Kürzliche Veröffentlichungen zeigen die Regula-
tion des Onkogens c-myc durch EBNA2 und eine wichtige Bedeutung dieses Effekts für die
EBV-vermittelte B-Zell Proliferation (Jayachandra et al., 1999; Kaiser et al., 1999).
Aus der Familie der viralen EBNA3-Gene sind nur EBNA3A und C essentiell für die in vitro
Immortalisierung von B-Zellen durch EBV (Tomkinson et al., 1993). Die nukleären Proteine
EBNA3B und EBNA3C sind an der transkriptionellen Regulation viraler und zellulärer Gene
beteiligt (Wang et al., 1990; Allday et al., 1993; Silins und Sculley, 1994). Alle EBNA3
Proteine können mit RBP-Jκ assoziieren und verhindern damit die Bindung des EBNA2/RBP-
Jκ-Komlexes an DNA (Robertson et al., 1995). Die Inhibition EBNA2-vermittelter Tran-
skription  durch EBNA3 bewirkt eine Feinregulation zellulärer und viraler Promotoren, die
eine Jκ-Erkennungssequenz enthalten. Weitere Funktionen der EBNA3 Proteine neben ihrer
negativ regulatorischen Funktion werden vermutet. So ist beispielsweise EBNA3C in der
LMP1-Induktion durch EBNA2 und PU.1 involviert (Zhao und Sample, 2000). Zudem wurde
eine Inaktivierung des Retinoblastom-Tumorsuppressorproteins (Rb) durch Interaktion mit
EBNA3C beobachtet, was möglicherweise zur Steigerung der Immortalisierungseffizienz
durch EBV beiträgt (Parker et al., 1996).
Auf die Struktur und Funktion des LMP1 Onkogens von EBV soll im Folgenden genauer ein-
gegangen werden, da die Signaltransduktion durch LMP1 Gegenstand der experimentellen
Arbeit der vorliegenden Doktorarbeit war.
1.2. Das latente Membranprotein 1 (LMP1) von EBV
1.2.1. Transformierende Eigenschaften von LMP1
Die konstitutive Expression von LMP1 ist für die Proliferation EBV-immortalisierter
B-Zellen essentiell (Kilger et al., 1998). Die Expression von LMP1 ist in EBV-infizierten
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B-Zellen fast aller EBV-assoziierter Erkrankungen nachweisbar (Rickinson und Kieff, 1996).
LMP1 konnte als echtes virales Onkogen identifiziert werden, was dessen prominente Rolle
bei der Entwicklung von EBV-assoziierten Krebserkrankungen unterstreicht. Die Expression
von LMP1 in Nagerfibroblasten führt zu charakteristischen Merkmalen der onkogenen Zell-
transformation wie Verlust der Kontaktinhibition und Wachstum unter geringen Serumbedin-
gungen (Wang et al., 1985). Darüber hinaus führt die exogene Expression von LMP1 in
transgenen Mäusen zur Entwicklung von B-Zell Lymphomen (Kulwichit et al., 1998), was
das onkogene Potential von LMP1 auch in vivo bestätigte.
Die onkogenen Effekte von LMP1 sind zumindest teilweise auf die Aktivierung anti-
apoptotischer Gene wie Bcl-2, A20, Mcl-1 und Bfl-1 zurückzuführen (Henderson et al., 1991;
Laherty et al., 1992; D'Souza et al., 2000). Eine weitere Funktion von LMP1 bei der EBV-
vermittelten B-Zellproliferation liegt in der Expressionsinduktion der Zytokine IL-6, IL-8 und
IL-10 (Nakagomi et al., 1994; Eliopoulos et al., 1997; Eliopoulos et al., 1999). Daneben akti-
viert LMP1 Gene für Faktoren der Antigen-Prozessierung, für Adhäsionsmoleküle wie
ICAM-1 und LFA-3 (Wang et al., 1990; Rowe et al., 1995) und für B-Zell Aktivierungsmar-
ker wie CD21, CD23, CD39, CD40 und CD58 (Wang et al., 1988; Wang et al., 1990; Peng
und Lundgren, 1993; Huen et al., 1995). In ruhenden B-Zellen kann LMP1 DNA-Synthese
und den Eintritt der Zellen aus der G0-Phase in den Zellzyklus induzieren (Peng und Lund-
gren, 1992). Untersuchungen in epithelialen Zelllinien zeigten, daß eine Expression von
LMP1 zur morphologischen Transformation und zur Inhibition der normalen Zelldifferenzie-
rung führt (Dawson et al., 1990; Fahraeus et al., 1990). In Epithelzellen werden unter ande-
rem die Gene für den Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor („epidermal growth factor
receptor“, EGFR) (Miller et al., 1997) und die Matrix Metalloprotease MMP-9 (Yoshizaki et
al., 1998; Takeshita et al., 1999) durch LMP1 aktiviert. EGFR und MMP9 sind an der Tu-
morentwicklung bzw. Metastasierung beteiligt. Zusammenfassend läßt sich feststellen, daß
LMP1 ein multifunktionales und potentes Onkoprotein ist, das im Zusammenhang mit EBV-
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung des LMP1-Moleküls mit Signaldomänen und induzierten Signalwe-
gen. Das LMP1-Molekül besteht aus einem kurzen N-Terminus (24 Aminosäuren (As)), sechs Transmembran-
domänen (161 As) und einem langen C-Terminus (200 As). Der C-Terminus umfaßt die drei funktionale Domä-
nen CTAR1, 2 und 3, die für die Bindung von Signalmolekülen und somit für die Aktivierung von Signalkaska-
den essentiell sind. TRAF-Moleküle binden an das PxQxT-Motiv innerhalb von CTAR1. Für die Interaktion von
TRADD und RIP mit LMP1 sind die As 384-386 essentiell. Die Aktivierung von NF-κB wird von CTAR1 und
CTAR2 vermittelt, während für die Induktion von JNK1/AP-1 nur CTAR2 verantwortlich ist. CTAR3 beinhaltet
zwei Box-1-Motive und ein Box-2-Motiv, die für die Bindung bzw. die Aktivierung von JAK3 essentiell sind.
Die Bindung von JAK3 an LMP1 führt zur Aktivierung von STAT Proteinen. Die Zahlen stehen für die Positio-
nen der Aminosäuren im LMP1-Molekül (Abb. modifiziert nach A. Kieser).
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1.2.2. Der strukturelle Aufbau des LMP1-Moleküls
Das 63 kD große Transmembranprotein LMP1 besteht aus einem zytoplasmatischen N-
Terminus (Aminosäuren (As) 1 bis 24), sechs hydrophoben Transmembrandomänen (As 25
bis 186) und einer ebenfalls zytoplasmatischen C-terminalen Domäne (As 187-386), die für
die Induktion von Signaltransduktionsvorgängen verantwortlich ist (Liebowitz et al., 1986;
Kieff, 1996) (s. Abb. 1.1).
Die Transmembrandomänen von LMP1 sind für die spontane Zusammenlagerung (Autoag-
gregation) von LMP1-Molekülen in der Plasmamembran verantwortlich. Diese Oligomerisie-
rung von LMP1-Molekülen ist notwendige und hinreichende Voraussetzung, um am 200 As
langen C-Terminus Signaltransduktionsvorgänge auszulösen (Liebowitz et al., 1986). Dies
bedeutet, daß LMP1 für seine Aktivität keinen Liganden benötigt. LMP1 entspricht damit
funktional einem konstitutiv aktiven Rezeptor (Floettmann und Rowe, 1997; Gires et al.,
1997).
Der N-Terminus von LMP1 ist für die korrekte Insertion des Moleküls in die Membran und
für Interaktionen mit dem Zytoskelett essentiell (Liebowitz et al., 1987; Izumi et al., 1994;
Coffin et al., 2001). Da eine zu hohe Expression von LMP1 zytotoxische Effekte zeigt
(Hammerschmidt et al., 1989), ist ein regulierter Abbau von LMP1 notwendig. Der N-
Terminus von LMP1 wird ubiquitiniert, was in einer kurzen Halbwertszeit und einer kontrol-
lierten Degradation von LMP1-Molekülen über das Proteasom resultiert (Aviel et al., 2000).
Die Grundlage für den toxischen Effekt bei starker Überexpression ist noch unklar, basiert je-
doch eindeutig nicht auf Apoptose (Izumi et al., 1999b). Kürzlich wurde gezeigt, daß der N-
Terminus und die Transmembrandomänen zusammen für eine Lokalisation von LMP1 in Mi-
krodomänen der Plasmamembran, den sogenannten „Rafts“, verantwortlich sind (Kaykas et
al., 2001). Rafts sind cholesterin- und sphingolipidreiche Bereiche der Plasmamembran, in
denen vermehrt Moleküle vorliegen, die an Signaltransduktionsvorgängen beteiligt sind
(Simons und Ikonen, 1997). Die Lokalisation von LMP1 in solchen signalaktiven Mikrodo-
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mänen der Plasmamembran unterstreicht den Charakter von LMP1 als konstitutiv aktiven Re-
zeptor.
Der C-Terminus von LMP1 (As 187-386) umfaßt zwei funktionale Domänen, die sogenann-
ten C-terminalen Aktivierungsregionen 1 und 2 (CTAR1 und 2) (s. Abb. 1.1), die durch Mu-
tationsanalysen charakterisiert wurden. Die N-terminalen 231 Aminosäuren von LMP1 sind
für eine initiale Immortalisierung von B-Zellen durch EBV ausreichend (Kaye et al., 1995;
Kaye et al., 1999), wobei die Aminosäuren 194 bis 231 (CTAR1) essentiell sind. Die Deletion
der Aminosäuren 332 bis 386 (CTAR2) erlaubt zwar immer noch eine Immortalisierung von
primären B-Lymphozyten, verhindert jedoch das Auswachsen der Zellen über einen längeren
Zeitraum (Kaye et al., 1995; Izumi et al., 1997; Kaye et al., 1999). Offensichtlich ist CTAR1
für die Initiation der Immortalisierung essentiell, während CTAR2 durch Wachstumsfaktor-
ähnliche Effekte für die Aufrechterhaltung des immortalisierten Phänotyps verantwortlich ist.
Intensive molekularbiologische Studien haben in der Folge ergeben, daß die CTAR-Domänen
als Plattform für die Bindung von Proteinen dienen, die Signaltransduktionsvorgänge initiie-
ren. CTAR1 und 2 induzieren den Transkriptionsfaktor NF-κB über den I-κB Kinase (IKK)-
Signalweg (Huen et al., 1995, Sylla et al., 1998 ; Mitchell und Sugden, 1995a), wobei
CTAR2 die prädominante NF-κB Aktivatorregion ist (Huen et al., 1995; Mitchell und
Sugden, 1995b). Siebzig Prozent der NF-κB-Aktivtität wird durch CTAR2 induziert, während
die übrigen 30 % von CTAR1 ausgehen. NF-κB ist unter anderem für die Aktivierung der an-
ti-apoptotischen Gene A20 und bcl-2 durch LMP1 verantwortlich (Henderson et al., 1991;
Laherty et al., 1992).
Das transformierende Potential von LMP1 kann jedoch nicht nur auf der Aktivierung von
NF-κB basieren, da BALB/3T3-Zellen durch LMP1-Expression transformiert werden, ohne
NF-κB zu induzieren (Baichwal und Sugden, 1988; Mitchell und Sugden, 1995b). Auf der
Suche nach Signalwegen, die den Wachstumsfaktor-ähnlichen Effekt von LMP1 erklären
könnten, wurde 1997 der Transkriptionsfaktor AP-1, ein Dimer aus Jun/Jun bzw. Jun/Fos
Proto-Onkoproteinen, als durch LMP1 induziert identifiziert (Kieser et al., 1997). AP-1 wird
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über die c-Jun N-terminale Kinase 1 (JNK1) allein durch CTAR2 aktiviert (Kieser et al.,
1997; Eliopoulos und Young, 1998; Kieser et al., 1999). Die Aktivität des Transkriptionsfak-
tors AP-1 könnte die proliferativen Effekte von CTAR2 des LMP1-Moleküls erklären.
Ein weiterer Signalweg, der durch LMP1 aktiviert werden kann, ist der p38 Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Weg, der eine Rolle bei der LMP1-vermittelten Induktion
von IL-6 und IL-8 spielt (Eliopoulos et al., 1999, Vockerodt et al., 2001 ) (siehe auch Ab-
schnitt 1.2.4.). Erste Daten liefern Hinweise darauf, daß CTAR1 und 2 auch für die Aktivie-
rung von p38 MAPK notwendig sind (Eliopoulos et al., 1999).
Eine dritte Aktivierungsdomäne liegt zwischen CTAR1 und CTAR2 und ist für die Induktion
der Janus Kinase 3 (JAK3) Signalkaskade verantwortlich, die zur Aktivierung von STAT
Transkriptionsfaktoren („signal transducers and activators of transcription“) führen (Gires et
al., 1999). Dieser Signalweg ist an der Kontrolle der Zellproliferation beteiligt (Übersichtsar-
tikel: Briscoe et al., 1996). In Analogie zu CTAR1 und 2 wurde diese Domäne CTAR3 ge-
nannt. Eine Rolle für JAK3/STAT in der biologischen Funktion von LMP1 konnte bisher je-
doch nicht gezeigt werden (Izumi et al., 1999a).
Die oben beschriebene Struktur von LMP1 ist für die transformierenden Effekte von LMP1
verantwortlich. Eine kürzlich veröffentlichte Analyse von mehreren natürlich vorkommenden
LMP1-Varianten konnte zeigen, daß Mutationen außerhalb der definierten CTAR1- und
CTAR2-Domänen in Unterschieden bezüglich der Aktivitätsniveaus von NF-κB- und AP-1
resultieren (Fielding et al., 2001). Dies legt die Vermutung nahe, daß derartige Sequenzvaria-
tionen die Konformation des LMP1 C-Terminus und somit dessen Signaltransduktion beein-
flussen.
1.2.3. Signaltransduktion durch LMP1
Auf der Suche nach Proteinen, die mit dem C-Terminus von LMP1 interagieren, wurden die
Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierten Faktoren (TRAFs) als direkt mit LMP1 assoziiert
identifiziert (Mosialos et al., 1995). Die TRAF-Moleküle sind ursprünglich als Komponenten
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der Signaltransduktion von Mitgliedern der Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNF-R) Familie
wie z.B. TNF-R1, TNF-R2, CD40 und CD30 und der Interleukin-Rezeptor 1 (IL-1) Familie
beschrieben worden (Übersichtsartikel: Inoue et al., 2000). Die sechs bisher beschriebenen
Mitglieder der TRAF-Familie (TRAF1-6) übernehmen die Rolle von Adaptorproteinen, die
Signale von Rezeptoren u. a. zu zellulären Kinasekaskaden weiterleiten. Sie sind somit in der
Regulation von Zellproliferation und in zellulären Streßreaktionen involviert. TRAF-
Moleküle besitzen eine konservierte Domäne in ihrem C-Terminus, die sogenannte TRAF-
Domäne, die für die Vermittlung der Signaltransduktion essentiell ist. Die TRAF-Domäne ist
verantwortlich für die Bildung von TRAF Homo- und Heterodimeren und für die Interaktion
mit Rezeptoren, die in Folge ihrer Aktivierung TRAF Proteine rekrutieren (Rothe et al., 1994;
Cheng et al., 1995; Takeuchi et al., 1996). Ein weiterer stark konservierter Bereich im N-
Terminus aller TRAF-Moleküle (mit Ausnahme von TRAF1) ist die sogenannte RING-Finger
Domäne. Für TRAF6 konnte kürzlich gezeigt werden, daß dessen RING-Finger Domäne als
Ubiquitin-Ligase funktioniert, die an der Ubiquitinierung und damit Aktivierung von Kompo-
nenten des IKK-Komplexes involviert ist (Deng et al., 2000). Die Deletion dieses RING-
Fingers resultiert in einer dominant-negativen TRAF-Mutante, deren Interaktion mit den be-
kannten TRAF-interagierenden Proteinen jedoch nicht beeinträchtigt wird (Rothe et al.,
1995).
Die Bindung von TRAF1, 2, 3 und 5 an CD40 wird durch eine Konsensussequenz, das
PxQxT-Motiv (As 250-254), vermittelt (Aizawa et al., 1997; Boucher et al., 1997; Pullen et
al., 1999a), wobei x für eine beliebige Aminosäure steht. TRAF6 hingegen zeigt keine Inter-
aktion mit diesem Motiv, sondern bindet an einen anderen Bereich der Signaldomäne von
CD40 (As 231-238) mit dem Konsensusmotiv QxPxExxE/F (Ishida et al., 1996; Pullen et al.,
1999a). LMP1 besitzt ein mit CD40 vergleichbares PxQxT-Motiv, das innerhalb der CTAR1-
Domäne lokalisiert ist. Eine Bindung von TRAF1, 2, 3 und 5 an diese Sequenz von LMP1
konnte nachgewiesen werden (Devergne et al., 1996; Brodeur et al., 1997; Sandberg et al.,
1997). Die Funktion der verschiedenen TRAF-Moleküle in der Signaltransduktion von LMP1
ist intensiv untersucht worden, jedoch immer noch nicht vollständig geklärt. Die Aktivierung
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von NF-κB, die durch CTAR1 von LMP1 vermittelt wird, ist von der Bindung des TRAF2
Proteins an das PxQxT-Motiv abhängig (Devergne et al., 1996; Kaye et al., 1996). Die Koex-
pression von TRAF1 kann die Induktion der NF-κB-Aktivtität durch LMP1 noch verstärken
(Devergne et al., 1996). LMP1 ist ein potenter Aktivator von NF-κB in der humanen embryo-
nalen Nierenzelllinie 293, in denen eine TRAF1-Expression kaum nachweisbar ist (Devergne
et al., 1998). Diese Tatsache läßt darauf schließen, daß TRAF1 nicht für die LMP1-
vermittelte Aktivierung von NF-κB essentiell ist. TRAF3 wurde als ein negativer Regulator
der LMP1-vermittelten NF-κB-Aktivierung beschrieben (Devergne et al., 1996), während
eine Rolle für TRAF5 in der Signaltransduktion von LMP1 bisher nicht nachgewiesen werden
konnte. Eine Funktion von TRAF2 im LMP1-induzierten Signalweg zu p38 MAPK konnte
ebenfalls beobachtet werden (Eliopoulos et al., 1999), während TRAF2 bei der Aktivierung
von JNK1 durch LMP1 offenbar nicht involviert ist (Kieser et al., 1999).
Die Aktivierung von NF-κB durch CTAR2 wird ebenfalls durch TRAF2 vermittelt (Devergne
et al., 1996; Brodeur et al., 1997). Wie beim TNF-R1 interagiert TRAF2 jedoch nicht direkt
mit CTAR2, sondern bindet über das Adaptorprotein TRADD („TNF-R-associated death do-
main protein“) an die Aminosäuren 384 und 385 von CTAR2 (Izumi und Kieff, 1997).
TRADD ist ein Adaptorprotein des TNF-R1, das über seine C-terminale Todesdomäne
(„death domain“) an die Todesdomäne von TNF-R1 bindet. Durch diesen TRADD/TNF-R1-
Komplex kann nun FADD („Fas-associated death domain protein“) rekrutiert und somit
Apoptose induziert werden. Die Bindung von TRAF2 an TRADD resultiert in der Aktivie-
rung von NF-κB und JNK1 durch TNF-R1 (Übersichtsartikel: Wajant und Scheurich, 2001).
Ein noch ungeklärtes Paradoxon ist, daß die C-terminale Todesdomäne von TRADD allein für
die Induktion von NF-κB notwendig und ausreichend ist, obwohl die TRAF2-Bindedomäne
im N-Terminus von TRADD lokalisiert ist (Hsu et al., 1995; Park und Baichwal, 1996). In-
teressanterweise ist LMP1 bisher das einzig bekannte rezeptorähnliche Molekül, das TRADD
Signaltransduktion aktiviert ohne eine Todesdomäne zu besitzen und ohne Apoptose zu indu-
zieren (Izumi et al., 1999b). Entsprechend erfolgt die TRADD-Bindung an LMP1 nicht wie
bei TNF-R1 über die Todesdomäne von TRADD, sondern über dessen N-Terminus (Kieser et
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al., 1999). Als Konsequenz blockt eine TRADD-Mutante, der die Todesdomäne fehlt, in do-
minant-negativer Weise die Aktivierung von NF-κB durch LMP1 (Kieser et al., 1999).
Stromabwärts von TRAF2 konvergieren die Signale von CTAR1 und CTAR2 an der Kinase
NIK (NF-κB induzierende Kinase) (Sylla et al., 1998). Der Induktion von NIK folgt die
Phosphorylierung von IKKα und IKKβ (I-κB Kinase α und β). Der somit aktivierte IKK-α/β-
Komplex kann I-κBα (Inhibitor von NF-κB α) phosphorylieren, was zur Ubiquitinierung und
zum Proteasomen-vermittelten Abbau von I-κBα führt. Der I-κB Komplex bindet an NF-κB
und hält den Transkriptionsfaktor damit inaktiv im Zytoplasma zurück. Nach der Degradation
von I-κB wird NF-κB freigesetzt und kann in den Kern gelangen. Dort bindet es an seine spe-
zifischen Erkennungssequenzen in der Promotorregion NF-κB-responsiver Gene und kann
damit deren Transkription aktivieren (Übersichtsartikel: Karin, 1999).
Die Induktion von JNK1 durch LMP1 führt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1
(Kieser et al., 1997). AP-1 ist ein Dimer, das aus Mitgliedern der Jun-, Fos- und ATF-Familie
gebildet wird. Die Aktivierung der Proto-Onkogene c-jun und c-fos ist eng mit der Kontrolle
von Proliferation und Zelltransformation, unter anderem auch in B-Zellen, verknüpft (Über-
sichtsartikel: Angel und Karin, 1991; Karin et al., 1997). Die Induktion von JNK1 wird allein
durch CTAR2 vermittelt und involviert die Aktivität der SEK1-Kinase (Kieser et al., 1997)
(s. auch Abschnitt 1.2.4.). Im Gegensatz zum NF-κB Signalweg scheint die Todesdomäne von
TRADD keine Rolle in der LMP1-induzierten JNK1-Aktivtität zu spielen, obwohl die JNK-
Aktivierungsdomäne (As 379 bis 384) mit der TRADD-Bindestelle (As 384-386 ) überlappt
(Kieser et al., 1999). Da für den JNK1-Signalweg von LMP1 TRAF2 nicht von Bedeutung
ist, trennen sich die CTAR2-vermittelten Signalkaskaden zu JNK1 und NF-κB offensichtlich
schon auf der Ebene von TRADD oder von LMP1 selbst.
LMP1 wird oft funktional und molekular mit Rezeptoren aus der TNF-R-Familie verglichen.
Wie oben diskutiert, ist LMP1 hinsichtlich seiner biologischen Effekte eher CD40 homolog,
während es auf der Ebene der Signaltransduktion mehr Gemeinsamkeiten mit TNF-R1 auf-
weist. LMP1 ist aufgrund seiner onkogenen Eigenschaften und seiner bedeutenden Rolle bei
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der Immortalisierung primärer B-Zellen durch EBV Ziel intensiver Forschung. Die bisher
vorliegenden Ergebnisse sind jedoch für die Erklärung aller LMP1-vermittelten Effekte nicht
ausreichend. Weitere Untersuchungen zur LMP1-abhängigen Signaltransduktion sind daher
notwendig.
1.3. Signaltransduktion durch MAPKs
Das intrazelluläre Signaltransduktionsnetzwerk, das sich zur Regulation der Proteinaktivität
und der spezifischen Genexpression entwickelt hat, ist äußerst komplex. Im Folgenden wird
insbesondere auf die Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) eingegangen,
da sie in der Signaltransduktion von LMP1 eine entscheidende Rolle spielen.
MAPK Signalkaskaden verbinden vor allem Rezeptoren für Wachstumsfaktoren und Zytokine
an der Zelloberfläche mit der Transkriptionsmaschinerie im Zellkern und Komponenten des
Zytoskeletts. Daneben vermitteln einige MAPK-Kaskaden auch die zelluläre Antwort auf
Streßfaktoren wie UV-Strahlung oder osmotischen Schock.
Eine MAPK-Signalkaskade ist typischerweise aus drei hierarchisch angeordneten Proteinki-
nasen aufgebaut (Abb. 1.2): MAPKs (MAPKs), MAPKKs (MAPKKs, MKKs oder MEKs)
und MAPKKKs (MAPKKKs, MKKKs oder MEKKs). Eine MAPKKK phosphoryliert und
aktiviert eine MAPKK, die ihrerseits eine nachgeschaltete MAPK phosphoryliert und akti-
viert. MAPK reguliert in Folge die Aktivität von Transkriptionsfaktoren oder weiteren Kina-
sen durch deren Serin und/oder Threonin-Phosphorylierungen und kontrolliert somit unter an-
derem die Expression von Genen für den Zellmetabolismus und Funktionen des Zytoskeletts.
Die Mitglieder der Familie der MAPKs weisen homologe Strukturen und gemeinsame bio-
chemische Eigenschaften auf (Übersichtsartikel: Ichijo, 1999).
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der MAPK-Signalwege. (A) Allgemeines Schema der Struktur einer
MAPK-Signalkaskade. Extrazelluläre Signale führen über einen Transmembranrezeptor zur Aktivierung der
Module MAPKKK, MAPKK und MAPK. In Folge werden zytoplasmatische Substrate und/oder Transkriptions-
faktoren im Kern aktiviert, die spezifisch Genexpression regulieren. P, Phosphatrest. (B) Die Komponenten be-
kannter MAPK-Kaskaden sind gezeigt. MAPKKK-Aktivtitäten werden von extrazellulären Stimuli wie Wachs-
tumsfaktoren, zellulären Streß und Zytokinen stimuliert. Die aktivierten MAPKKKs können dann eine oder meh-
rere MAPKKs induzieren. MAPKKs wiederum aktivieren spezifisch MAPKs, die in Folge Transkriptionsfakto-
ren aktivieren. Die Regulation der Genexpression durch MAPK-Kaskaden resultiert letztendlich in einer zellulä-
ren Reaktion wie z.B. Differenzierung, Proliferation, Zytokininduktion, Streßreaktionen oder Apoptose.
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Eine Reihe von Molekülen ist beschrieben worden, die Bindeglieder zwischen den
MAPKKKs und den membranständigen Rezeptoren darstellen. Diese umfassen z.B. Adaptor-
proteine wie TRAF-Moleküle im Fall der TNF-R-Familie oder G-Proteine wie Ras, das die
Aktivierung der ERK-Signalkaskade durch den Epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-
R) vermittelt. Die unterschiedlichen Effekte der MAPK-Signaltransduktion basieren auf den
verschiedenen extrazellulären Stimuli und der Vielzahl an Signalmolekülen. Die Spezifizität
der Effekte der MAPK-Signalwegen wird durch unterschiedliche Kombinationen der be-
kannten 12 MAPKs, 7 MAPKKs und 14 MAPKKKs erreicht (Garrington und Johnson,
1999). Die Formation solcher Kinasekomplexe kann durch sogenannte molekulare Ge-
rüstproteine vermittelt werden (Übersichtsartikel: Garrington und Johnson, 1999). Solche
Proteine können mehrere Kinasen gleichzeitig binden und sie somit in räumliche Nähe zuein-
ander bringen. Durch diesen Mechanismus können Gerüstproteine die Interaktion und Regu-
lation von Mitgliedern der MAPK-Familie vermitteln.
Bei Säugern sind drei wichtige Gruppen von MAPK identifiziert worden, die untereinander
homolog sind: ERKs („extracellular signal-regulated kinases“), c-Jun N-terminalen Kinasen
(JNKs) und p38 MAPKs. Die Induktion des mitogenen ERK Signalweges wird durch
Wachstumsfaktoren und Onkogene stimuliert (Übersichtsartikel: Kolch, 2000), interessanter-
weise jedoch nicht durch LMP1 (Kieser et al., 1997). ERKs, die über den Ras/Raf/MEK-
Signalweg aktiviert werden, besitzen ein breites Substratspektrum, darunter die Transkripti-
onsfaktoren MEF2C, Elk-1, Ets1 und c-fos (Übersichtsartikel: Su und Karin, 1996; Kolch,
2000).
Die JNK-Proteinkinasen sind eine Gruppe von MAPKs, die von drei Genen kodiert werden:
jnk1, jnk2 und jnk3. Diese Gene werden alternativ gespleißt und resultieren so in zehn JNK-
Isoformen, deren unterschiedliche funktionale Signifikanz jedoch noch nicht geklärt ist
(Gupta et al., 1996). JNK1 wurde ursprünglich als involvierte Kinase bei der Induktion von
Apoptose beschrieben (Xia et al., 1995). Neuere Daten zeigen jedoch eine potentielle Rolle
von JNK1 in nicht-zytotoxischen Signalwegen, die durch CD40, TNF-R1 oder EGF-R indu-
ziert werden (Berberich et al., 1996; Liu et al., 1996; Natoli et al., 1997; Bost et al., 1997).
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Die Aktivierung von JNKs wird durch Phosphorylierung der Threonin- und Tyrosin-Reste in-
nerhalb des für MAPKs charakteristischen Thr-X-Tyr Motivs vermittelt, wobei X bei JNKs
für einen Prolinrest steht (Derijard et al., 1994). Bekannte JNK-induzierende Kinasen sind die
MAPKKs MKK4 (=SEK1) und MKK7 (Derijard et al., 1995; Tournier et al., 1997). Akti-
vierte JNKs phosphorylieren c-Jun in seiner Transaktivierungsdomäne an den Serinresten 63
und 73 und bewirken somit dessen Aktivierung (Hibi et al., 1993; Derijard et al., 1994;
Minden et al., 1994). JNKs können darüber hinaus auch die Transkriptionsfaktoren ATF2
(Gupta et al., 1995; Livingstone et al., 1995) und Elk-1 (Cavigelli et al., 1995; Whitmarsh et
al., 1995) phosphorylieren. Bisher wurde lediglich die Induktion von JNK1 durch LMP1 be-
schrieben.
Bisher sind vier p38 MAPKs identifiziert worden: p38α, p38β, p38γ und p38δ. Diese vier Ki-
nasen sind bezüglich ihrer Aminosäuresequenz zu 60-70 % identisch und werden alle durch
die MAPKK MKK6 aktiviert, während MKK3 alle p38 MAPKs mit Ausnahme von p38β in-
duziert (Übersichtsartikel: Nebreda und Porras, 2000). Für die Aktivierung von p38 MAPK ist
eine Phosphorylierung des Thr-X-Tyr-Motives verantwortlich, wobei X für p38 MAPKs ei-
nen Glycinrest repräsentiert (Raingeaud et al., 1995). Bekannte Substrate von p38 MAPK um-
fassen die Proteinkinasen MAPKAPK-2/3 (Freshney et al., 1994; Rouse et al., 1994;
McLaughlin et al., 1996) und mehrere Transkriptionsfaktoren wie ATF2 (Raingeaud et al.,
1995), Elk-1(Raingeaud et al., 1996), CHOP/GADD153 (Wang und Ron, 1996) und Max
(Zervos et al., 1995).
Alle drei Klassen der MAPKs, JNK, p38 MAPK und ERK, spielen somit eine wichtige Rolle
bei der Regulation unterschiedlicher AP-1-Komponenten. Die AP-1 Proteine sind Homo- oder
Heterodimere aus Mitgliedern der Jun, Fos und ATF Transkriptionsfaktor-Familie (Über-
sichtsartikel: Shaulian und Karin, 2001). Die Zusammensetzung des AP-1-Dimers ist für des-
sen Bindung an verschiedene DNA-Erkennungssequenzen und die differenziellen biologi-
schen Effekte verschiedener AP-1 Faktoren verantwortlich. AP-1-Transkriptionsfaktoren sind
sowohl in der Kontrolle von Zellproliferation, als auch in apoptotischen Prozessen involviert.
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Die Phosphorylierung von AP-1-Untereinheiten durch JNK, p38 MAPK und ERK spielt bei
der Regulation der AP-1-Aktivtität eine entscheidende Rolle.
1.4. Aufgabenstellung
LMP1 ist ein virales Onkogen, das durch Eingriffe in zelluläre Signalwege transformierende
Wirkung zeigt. Das komplexe Netzwerk der Signaltransduktion von LMP1 ist bisher nur un-
zureichend charakterisiert. Im Rahmen meiner Arbeit sollte daher die Signaltransduktion von
LMP1 weiter analysiert werden.
Kürzlich wurde die p38 MAPK-Signalkaskade als LMP1-induzierter Signalweg beschrieben.
Da der Mechanismus der p38 MAPK-Induktion durch LMP1 nicht bekannt war, sollte ich in
meiner Arbeit die Aktivierung von p38 MAPK durch LMP1 näher charakterisieren. Um mög-
liche Komponenten dieses Signalweges identifizieren zu können, sollten zunächst Effekte
dominant-negativer Mutanten bekannter Signalmoleküle auf LMP1-induzierte p38 MAPK-
Aktivtität in transienten Kinaseexperimenten und Luziferase-Reportergen Versuchen getestet
werden. Darüber hinaus sollten auch die LMP1-Signaldomänen identifiziert werden, die für
die Aktivierung des p38 MAPK-Signalweges essentiell sind.
Zudem sollten bisher nicht bekannte Signalwege von LMP1 durch Verwendung eines kondi-
tionalen Systems analysiert werden. Mit Hilfe dieses Systems kann die Signalaktivität von
LMP1 auf Proteinebene kontrolliert angeschaltet werden und ermöglicht so die Untersuchung
von kurzfristigen LMP1-Effekten. Mittels phosphospezifischer Antikörper sollten Signalpro-
teine identifiziert werden, deren Phosphorylierungsmuster sich in Abhängigkeit von LMP1
Signalaktivität ändert. Da die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von Signalmole-
külen einen wichtigen Mechanismus der Signaltransduktion darstellt, sollten auf diesem Wege





α-Phospho-ATF2 (Thr69/71); Kaninchen; polyklonal New England Biolabs
α-Phospho-JNK (Thr183/Tyr185); Kaninchen; polyklonal New England Biolabs
α-Phospho-p53 (Ser15) 16G8; Maus; monoklonal New England Biolabs
α-Phospho-ERK (Thr202/Tyr204); Kaninchen; polyklonal New England Biolabs
α-Phospho-Akt (Thr308); Kaninchen; polyklonal New England Biolabs
α-Phospho-Bad (Ser136); Kaninchen; polyklonal New England Biolabs
α-Phospho-Src (Tyr416); Kaninchen; polyklonal New England Biolabs
α-Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182); Kaninchen; polykl. New England Biolabs
gekoppelte Antikörper
α-Maus IgG, Meerrettich-Peroxidase gekoppelt; Ziege Promega
α-Maus IgG; Meerrettich-Peroxidase gekoppelt; Ziege Promega
α-Ziege IgG; Meerrettich-Peroxidase gekoppelt; Kaninchen Dianova
α−Ratte IgG ; FITC-gekoppelt, Ziege Dianova
sonstige Antikörper 
α-FLAG (M2); Maus; monoklonal Sigma
α-HA, Klon 3F10; Ratte; monoklonal Roche
α-HA, Klon 12CA5; Maus Roche
α-JNK1 (C-17); Kaninchen; polyklonal Santa Cruz Biotech.
α-LMP1 (CS1-4); Maus; Mischung aus vier monoklonalen Ak Dako
α-Maus IgG + IgM (H+L); Ziege Dianova
α-Myc, Klon 9E10; Maus Roche
α-NGF-R; Hybridom Zelllinie HB8737 (ATCC) E. Kremmer , GSF
Material 18
α-p38 (H-147); Kaninchen; polyklonal Santa Cruz Biotech.
α-p53 (DO-1); Maus; monoklonal Santa Cruz Biotech.
α-p53 (Ab-6), Klon DO-1; Maus; monoklonal Oncogene Science
α-p53 (Ab-2), Klon PAb 1801; Maus monoklonal Oncogene Science
α-p53 (Ab-3), Klon PAb 240; Maus; monoklonal Oncogene Science
α-TRAF6 (H-274); Kaninchen; polyklonal Santa Cruz Biotech.
α-TRAF6 (C-20); Ziege; polyklonal Santa Cruz Biotech.
2.2. Plasmide
Die folgenden Plasmide waren teilweise in der Arbeitsgruppe Signaltransduktion bzw. der
Abteilung Genvektoren vorhanden oder wurden freundlicherweise von anderen Arbeitsgrup-
pen zur Verfügung gestellt. Die von mir klonierten Plasmide werden im Anschluß aufgeführt.
Die mit einem Stern (*) markierten Plasmide wurden in Zusammenarbeit mit T. Müller klo-
niert. Alle Plasmide wurden mit Hilfe des Jetstar DNA-Maxipräparationssystems präpariert.
Plasmidbezeichnung Beschreibung
pSV-LMP-1 LMP1 Wildtyp in pHEBo Vektor; SV40 Promotor/Enhancer
(Kieser et al., 1997)
pSV-LMP1(PQTAAA) LMP1-Mutante PQT/AAA in pHEBo Vektor; Mutation der
TRAF-Interaktionsdomäne in CTAR1; SV40 Promo-
tor/Enhancer (Kieser et al., 1999)
pSV-LMP1(Y384G) LMP1-Mutante Y384G in pHEBo Vektor; SV40 Promo-
ter/Enhancer (Kieser et al., 1999)
pSV-LMP1(PQTAAA/Y384)LMP1-Mutante PQT/AAA und Y384G in pHEBo Vektor;
SV40 Promotor/Enhancer (Kieser et al., 1999)
Material 19
pSV-LMP1∆194-386 LMP1-Mutante ∆COOH; Deletion des kompletten C-
Terminus (außer den ersten 7 Aminosäuren) in pHEBo Vek-
tor; SV40 Promoter/Enhancer (Kieser et al., 1999)
pSV-NGF-R:LMP1 chimärer Rezeptor: As 1-279 des humanen niedrig-affinen
NGF-R (extrazelluläre- und Transmembran-Domäne) und As
191-386 von LMP1 (zytoplasmatische Domäne); pHEBo
Vektor; SV40 Promoter/Enhancer (Gires et al., 1997)
pSV-LMP1:CD40 chimärer Rezeptor (248 As; 28,3 kD): As 1-190 von LMP1
(Transmembrandomäne) und As 223-280 von CD40
(zytoplasmatische Domäne); pHEBo Vektor; SV40 Promo-
ter/Enhancer (Gires et al., 1997)
pcDNA3.1-TRAF6 TRAF6 Wildtyp in pcDNA3.1 Vektor (H. Engelmann, LMU.
München)
pcDNA3.1-TRAF6(300-524) dominant-negatives TRAF6; Deletion der RING-Finger Do-
mäne ; in pcDNA3.1 Vektor (H. Engelmann, LMU. Mün-
chen)
pSRα-3-HA-p38 humanes p38α, HA-fusioniert, (M.Karin, San Diego, USA)
pSRα-3HA-JNK1 human JNK1, 3xHA-fusioniert (M.Karin, San Diego, USA)
pSRα-3HA-JNK2 human JNK2, 3xHA-fusioniert (M.Karin, San Diego, USA)
pcDNA3-NIK NIK Kinase in pcDNA3.1, CMV-Promotor (Malinin et al.,
1997)
pRK-myc-TRADD(1-194) dominant-negative TRADD Mutante mit myc-Epitop in
pRK5; As 1-194 (humanes TRADD) (Kieser et al., 1999)
pcDNA3-MKK6(Ala) Flag-Epitop fusioniertes dominant-negatives MKK6
(Lys 82Arg) in pcDNA3.1(+); Kinase-inaktiv (S. Ludwig,
Univ. Würzburg)
pSEK1-AL/EE-CMV dominant-negative Mutante von SEK1, Austausch von zwei
As: S220A, T224L (M.Karin, San Diego, USA)
Material 20
pcDNA-p35 Bakulovirus p35 Protein in pcDNA3.1(+) (Seshagiri und
Miller, 1997)
SRD-MEKK C-terminales 687 As langes Fragment von MKK1; Kinase-
aktiv; SRα-Promotor (S.Hirai, Yokohama City Univ., Japan)
pCB6+-pro p53 humanes p53 Wildtyp in pCB6+; CMV Promotor
(K. Vousden; Nat. Cancer Inst., USA)
pCB6+-p53∆I humanes p53 mit Deletion von As 13-19 (Mdm2-Bindestelle)
in pCB6+; CMV Promotor (K. Vousden, Nat. Cancer Inst.,
USA)
3xκB-L Luziferase-Reportergen Konstrukt, minimaler fos-Promotor
mit 3 κB Bindestellen (B. Sugden, Madison, USA)
pRTU14 Luziferase-Gen unter der Kontrolle von 4 AP-1-Bindestellen
(TREs) und dem Metallothionin II-Basispromotor (D. Boh-
mann, Heidelberg)
CMVβGal β-Galaktosidase Expressions-Plasmid von Clontech
pcDNA3.1(+) CMV Expressionsvektor von Invitrogen
pRK5 CMV Expressionsvektor
Im Rahmen dieser Arbeit klonierte Plasmide:
HA-JNK1-pcDNA3.1 humanes JNK1 in pcDNA3.1(+); N-terminales HA-Epitop;
CMV-Promotor
HA-JNK2-pcDNA3.1 humanes JNK2 in pcDNA3.1(+); N-terminales HA-Epitop;
CMV-Promotor
HA-JNK1(A169G)-pcDNA3.1 humanes JNK1 mit Mutation im DFG-Motiv (As 169: AG)
in pcDNA3.1(+); N-terminales HA-Epitop; CMV-Promotor
HA-JNK2(A169G)-pcDNA3.1 humanes JNK2 mit Mutation im DFG-Motiv (As 169: AG)
in pcDNA3.1(+); N-terminales HA-Epitop; CMV-Promotor
Material 21
pRK5-HA-p53 * humanes p53 in pRK5; N-terminales HA-Epitop; CMV-
Promotor
pRK5-HA-p53∆I * humanes p53 mit Deletion von As 13-19 (Mdm2-Bindestelle)
in pRK5; N-terminales HA-Epitop; CMV-Promotor
2.3. Oligonukleotide
Die Synthese der verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma ARK Scientific, Darm-
stadt, und Metabion, München, in Auftrag gegeben. Die DNA-Sequenzen sind in 5’-3’ Orien-
tierung angegeben:
• Primer für die Klonierung von HA-JNK1 bzw. HA-JNK2 in pcDNA3.1(+):
US1: GGG CGC GGA TCC GCG ATG GAA TAT CCT TAT GAC GTT CCT GAC
TAT GCC ATG AGC AGA AGC AAG CGT GAC AAC
US2: GGG CCG CTC GAG CGG TCA CTG CTG CAC CTG TGC TAA AGG
US4: GGG CGC GGA TCC GCG ATG GAA TAT CCT TAT GAC GTT CCT GAC
TAT GCC ATG AGC GAC AGT AAA TGT GAC AGT
US5: GGG CCG CTC GAG CGG TCA TCG ACA GCC TTC AAG GGG TCC
CGT CGA GGC
• Primer für die Klonierung von HA-JNK1(A169G) und HA-JNK2(A169G) in pcDNA3.1(+):
US1, 2, 4 und 5 siehe oben
US3: GGG ACT TAA AGC CCA GTA ATA TAG TAG TAA AAT CTG ATT
GCA CTT TGA AGA TTC TTG CCT TCG GTC TGG CCA GG
US6: AGA TTT GAA GCC TAG CAA CAT TGT TGT GAA ATC AGA CTG
CAC CCT GAA GAT CCT TGC CTT TGG CCT GGC C
US9: CTA CTA TAT TAC TGG GCT TTA AGT CCC
US11: CAA CAA TGT TGC TAG GCT TCA AAT CT
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• Primer für die Klonierung von HA-p53 und HA-p53∆I in pRK5:
US12corr.: GGG GCG CGA ATT CAT GGA ATA TCC TTA TGA CGT TCC TGA CTA
TAT GGA GGA GCC GCA GTC AGA TCC TAG C
US13: GGG CCG AAG CTT TCA GTC TGA GTC AGG CCC
2.4. Zelllinien und Bakterien
Zelllinien
HEK 293 humane embryonale Nierenepithelzelllinie, die durch Expression der E1a und
E1b Gene von Adenovirus Typ 5 transformiert wurde (Graham et al., 1977)
HeLa humane Brustkrebs-Zelllinie (ATCC)
TRAF6 -/- embryonale Maus Fibroblasten-Zelllinie aus TRAF6-defizienten Mäusen
(Amgen Inc.) (Lomaga et al., 1999)
WI-38 humane Fibroblasten-Zelllinie (ATCC)
B64-19/3 B-Zelllinie, die durch Immortalisierung mit einem Maxi-EBV, dessen LMP1-
Gen durch ein NGF-R:LMP1-Konstrukt ersetzt wurde, etabliert wurde
(Delecluse et al., 1998); wurde freundlicherweise von U. Dirmeier, Abt. Gen-
vektoren der GSF, zur Verfügung gestellt
Bakterien
E.coli DH5α F-, lacI-, recA1, endA1, hsdR17, ∆(lacZYA-argF), U169, F80dlacZ∆M15, su-
pE44, thi-1, gyrA96, relA1 (Hanahan, 1985)
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2.5. Chemikalien, Enzyme, Geräte und Sonstiges
Amersham Pharmacia Biotech
ECL-Western Blotting Reagenzien, Hybond-C-Zellulosemembran, Luziferin, γ32P-ATP
(3000 Ci/mmol), GammaBind® Plus Sepharose
BectonDickinson GmbH, Heidelberg
Plastik-Reagenzgefäße 15 und 50 ml, Zellkulturflaschen, 6-Loch-Platten, Zellschaber
Biochrom KG, Berlin
Newborn Calf Serum (Seromed®)
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA
Bacto-Agar, Hefeextrakt, Trypton
Eastman Kodak Company, Rochester, N.Y., USA
Röntgenfilme XAR5
Eppendorf Gerätebau, Hamburg
Tischzentrifuge 5415, Reaktionsgefäße verschiedener Größe, BioPhotometer
Fuji PhotoFilm Co., Ltd. Japan
PhosphoImager Fujix Bio-imaging Analyser System (BAS-1000)
Genomed, Bad Oeynhausen
Maxi-Präparations-Kit für Plasmidpräparationen (Jetstar)
Gibco BRL, Life Technologies, Eggenstein
Amphotericin B (Fungizone), Fötales Kälberserum, HEPES, 1 Kb DNA-Leiter, L-Glutamin,
Lipofectamin Transfektionsreagenz, Natrium-Pyruvat, Optimem I, Penicillin, Streptomycin,
Trypsin-EDTA (1x), Trypton, Zellkulturmedium RPMI 1640 und DMEM
Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA
Mighty Small II Gel Elektrophorese Einheit
Merck-Eurolab GmbH
Glyzerin, Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), Ammoniumperoxodisulfat (APS), Essigsäu-
re, Ethidiumbromid, Ethanol, Glucose, Glyzin, Glyzylglyzin, Isopropanol, Kaliumacetat, Ka-
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liumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat, Lithiumchloid, Magnesiumchlorid, Magnesiumsul-
fat, Natriumacetat, Natriumchlorid, Natriumdihydrogenphosphat, Natriumdodecylsulfat
(SDS), Natrium-Orthovanadat, Salzsäure, Saccharose, Tetramethylendiamin (TEMED), Tri-
ton-X-100,
Nunc GmbH, Wiesbaden
Cryotubes 3 ml, Impfösen, Plastikpetrischalen, Zellkulturflaschen, Zellkulturschalen




Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Adenosin-5‘-triphosphat (ATP), dNTPs, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), alkali-
sche Phosphatase
Roth, Karlsruhe




Ampicillin, Bromphenolblau, β-Glyzerophosphat, DMSO, Dithiothreitol (DTT), Glyzin,
HEPES, Harnstoff, Lachsspermien-DNA, Lysozym, Natriumfluorid, Natriummolybdat, Na-
triumorthovanadat, Natriumpyrophosphat, Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Glutathion-
Sepharose, Triton X-100, Monolaurat (Tween-20), Prestained SDS Molecular Weight Marker,








3.1.1. Vermehrung und Aufbewahrung
Bakterien werden als Suspensionskultur in LB-Medium oder zur Vereinzelung von Kolonien
auf LB-Agar-Platten kultiviert. Bei Selektion auf Resistenz gegen Ampicillin wurde dem LB-
Medium Ampicillin mit einer Endkonzentration von 100 µg/ml zugegeben. Zur Lagerung von
Bakterien über längere Zeiträume wurde eine dicht gewachsene Bakterienkultur mit 15 %
Glyzerin in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80°C aufbewahrt.
LB-Medium: 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl
LB-Agar-Platten: 15 g Bacto-Agar ad 1 l LB-Medium
3.1.2. Transformation von E.coli
Die Herstellung transformationskompetenter E.coli-Zellen erfolgte durch Inkubation einer
E.coli DH5α Kultur in TFB-Puffer auf Eis (Hanahan, 1985). Zu einem Aliquot (200 µl) der
so behandelten Bakterien wurden ca. 50  ng eines Ligationsansatzes bzw. 1 ng Plasmid-DNA
und 7 µl DMSO pipettiert und für zwei Minuten bei 42°C inkubiert. Nach Zugabe von gluko-
sesupplementiertem (10 mM) SOB-Medium und einer 30 minütigen Anzucht bei 37°C wurde
die Zellsuspension auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und über
Nacht bei 37°C inkubiert.
TFB-Puffer: 10 mM K-Mes (pH 6,2), 50 mM CaCl2, 45 mM MnCl2, 100 mM RbCl




Alle Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C unter einer Atmosphäre von 5 % CO2 kulti-
viert. Das Kulturmedium RPMI 1640 wurde mit 10% Kälberserum (Seromed®), 1 mM L-
Glutamin, 50 µg/ml Streptomycin, 50 IE/ml Penicillin, 0,5 mM Natrium Pyruvat und 5 mM
HEPES versetzt. Dem Kulturmedium DMEM (Dulbecco‘s modified Eagle medium) wurde
10 % (bzw. 1 % für Transfektionen) wurde 10 % fötalem Kälberserum (FKS), 1 mM L-
Glutamin, 50 µg/ml Streptomycin, und 50 IE/ml Penicillin zugegeben.
Adhärente Zelllinien
Die adhärenten Zelllinien HEK 293, HeLa und TRAF6 -/- Fibroblasten wurden in 10 %igem
DMEM vermehrt und alle 2-3 Tage 1:8 verdünnt.
Die adhärente Fibroblastenzelllinie WI-38 wurde in 10% igem RPMI vermehrt und ebenfalls
alle 2-3 Tage 1:8 verdünnt. Vor Kokultur mit der immortalisierten B-Zelllinie B64/19-3 wur-
den die Zellen für 90 min mit γ-Strahlung behandelt, um die Proliferation zu stoppen.
Zum Ablösen und verdünnen von adhärenten Zellen wurde den Zellen Trypsin zugesetzt, so
daß sie gerade vollständig benetzt waren. Nach 1-3 minütiger Inkubation bei RT wurden die
Zellen abgespült und (ein Teil) in frisches Vollmedium überführt.
B64-19/3-Zellen
Diese mit einem Maxi-EBV-Plasmid etablierte B-Zelllinie wurde zur Vermehrung in
10 %igem RPMI in Kokultur mit WI-38-Zellen gehalten. WI-38 ist eine Fibroblastenzelllinie,
die vor der Kokultur mit B64-19/3-Zellen durch γ-Strahlung inaktiviert wurde. Bei einer
Zellzahl von ca. 106 Zellen/ml wurden die Zellen mit frischem Kulturmedium versetzt bzw.
ein Teil in neue Kulturschalen mit WI-38 überführt. Vor der Induktion der NGF-R:LMP1-
Aktivtität durch Antikörperstimulierung wurden die Zellen der WI-38 Kokultur entnommen
und bei einer Zelldichte von 105 Zellen/ml für 48 h bei 37°C inkubiert.
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Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer Zählkammer. Um tote von lebenden
Zellen erkennen zu können, wurde die Zellsuspension mit 9 fachem Volumen an Trypan-
Blau-Lösung (0,4%) gemischt.
3.2.2. Aufbewahrung von Zelllinien
Zellen können in Gegenwart von DMSO in flüssigem Stickstoff eingefroren und über längere
Zeit gelagert werden. Zum Einfrieren wurden etwa 107 Zellen abzentrifugiert (5 min,
1200 Upm, 20°C) und in 1 ml DMEM bzw. RPMI-Medium mit 25 % FKS und 7,5 % DMSO
resuspendiert und in 2 ml-Gefäß (NUNC-Cryotube) pipettiert. Um die Zellen schonend ab-
zukühlen, wurde das Röhrchen in mehrere Lagen Papierhandtücher gewickelt und bei –80°C
tiefgefroren. Zur längeren Lagerung wurden die Zellen anschließend in flüssigen Stickstoff
überführt.
Zur Wiederverwendung wurden die Zellen in einem 37°C warmen Wasserbad schnell aufge-
taut. Anschließend wurden die Zellen vorsichtig in frisches Vollmedium (DMEM bzw. RPMI
1640) mit 10 % FKS überführt.
3.2.3. Transfektion
HEK 293- bzw. HeLa-Zellen wurden am Tag vor der Transfektion in 6-Loch-Platten in 3 ml
Vollmedium ausplattiert, so daß die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion eine ca. 60-
70 %ige Konfluenz erreichten. Ca. 1 h vor der Transfektion wurde das Medium entfernt und
die Zellen vorsichtig mit 1,5 ml vorgewärmtem Optimem I überschichtet. Für den DNA-
Lipid-Transfektionskomplex wurden die jeweiligen Mengen an Plasmid-DNA (max. 3 µg Ge-
samt-DNA Menge) mit 4 µl Lipofectamin in 200 µl Optimem I für 30 min bei RT inkubiert
und anschließend nochmals 800 µl Optimem I zugegeben. Die DNA-Gesamtmengen der ein-
zelnen Ansätze wurden durch Zugabe von Lachsspermien-DNA (Sigma) oder Leervektor-
DNA aneinander angeglichen. Das Optimem wurde von den Zellen entfernt und die DNA-
Lipid-Lösung vorsichtig auf die Zellen pipettiert. Nach Inkubation der Zellen für 4 h bei 37°C
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wurde das Optimem I und somit der überschüssige DNA-Lipid-Komplex entfernt und die
Zellen mit Medium mit 1 % FKS überschichtet. Die geringe Konzentration an FKS soll
eventuelle serumbedingte Einflüsse auf Signalwege verhindern.
TRAF6 -/- Fibroblastenzellen wurden in 10 cm Zellkulturschalen in Analogie zu HEK 293-
Zellen mit entsprechend größeren DNA- bzw. Lipofectamin-Mengen transfiziert.
3.3. DNA-Arbeitstechniken
3.3.1. Plasmid-Schnellaufreinigung
Die Plasmidpräparation erfolgte nach der modifizierten „Boiling Method“ (Holmes und
Quigley, 1981). 1,5 ml einer Bakterien-Übernachtkultur wurden kurz abzentrifugiert (30 sec,
15000 Upm, RT) und das Zellpellet in 250 µl Lysispuffer resuspendiert. Durch Zugabe von
7 µl Lysozym-Lösung (10 mg/ml) wurde die Zellwand aufgelöst. Zur Denaturierung der DNA
wurde der Ansatz für 2 min bei 100°C erhitzt und 5 min auf Eis abgekühlt. Durch Zentrifuga-
tion (10 min, 15000 Upm, RT) wurden Zellreste mit chromosomaler DNA, die mit der Zell-
wand assoziiert sind, und ribosomale RNA sedimentiert. Nach Entfernung dieses Pellets wur-
de die Plasmid-DNA mit 500 µl 100 % Ethanol gefällt, mit 70 % Ethanol gewaschen und die
luftgetrocknete DNA in 40 µl H2O gelöst.
Lysispuffer: 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 62,5 mM EDTA, 0,4 % (v/v) Triton X-100, 2,5 M LiCl
3.3.2. Präparative Plasmidreinigung
Die präparative Plasmidaufarbeitung erfolgte mit Hilfe von DNA-Adsorptionssäulen entspre-
chend den Angaben des Herstellers (Genomed).
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3.3.3. PCR zur Klonierung von HA-Fusionsproteinen
Für die Klonierung von HA-JNK1 und HA-JNK2 in pcDNA3.1(+) bzw. von HA-p53wt und
HA-p53∆I in pRK5 wurden an die Sequenzen der jeweiligen Gene die Sequenz für ein N-
terminales Hämagglutinin (HA)-Epitop addiert. Dieses HA-Epitop wurde mit Hilfe eines
Primers mit der entsprechenden HA-Sequenz und einem Teil der 5‘-Sequenz des jeweiligen
Gens eingefügt. Die entsprechenden 5‘- und 3‘-Primer enthielten zusätzlich eine Restriktions-
schnittstelle für die nachfolgende Klonierung der amplifizierten DNA in einen Vektor. Zur
Amplifizierung von HA-JNK1, HA-JNK2, HA-p53wt und HA-p53∆I über eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) wurde die Vent-Polymerase (New England Biolabs) und der dazugehö-
rige Reaktionspuffer verwendet. Als entsprechende Matrize dienten die Plasmide pCB6+-
pro p53, pCB6+-p53∆I, pSRα-3HA-JNK1 und pSRα-HA-JNK2. Der Reaktionsansatz ent-
hielt 10 µl des jeweiligen 5’- und 3’-Primers (10 µM), 2 µl dNTPs (10 mM), 1 µl Vent-
Polymerase, 10 µl Reaktionspuffer (10 fach), ca. 5-10 ng Plasmid-DNA (als Matrize) und
H2O in einem Gesamtvolumen von 100 µl. Die Temperatur der Elongationsphase richtete sich
nach den Schmelztemperaturen der Primer. Die PCR-Reaktion umfaßte 33 Reaktionszyklen
mit je 1 min Denaturierung bei 94°C, 1 min Primer-Hybridisierung bei 55°C (bzw. bis zu
58°C) und 1 min Elongation bei 72°C. Die Elongationszeit beim letzten Zyklus betrug
10 min. Die amplifierte DNA wurde nach Standardmethoden aufgereinigt, mit Restriktion-
senzymen geschnitten und anschließend in das jeweilige Plasmid inseriert. Die korrekte In-
sertion von HA-JNK1 und HA-JNK2 in pcDNA3.1(+) bzw. HA-p53wt und HA-p53∆I in
pRK5 wurde durch Sequenzanalyse bestätigt.
3.3.4. Mutations-PCR zur Klonierung von HA-JNK1(D169A) und HA-JNK2(D169A)
Für die Einführung der Mutationen in HA-JNK1 und HA-JNK2 wurde die „overlap and ex-
tension“ Technik verwendet (Ho et al., 1989). Bei dieser Art von Mutations-PCR wurden zu-
nächst in zwei getrennten PCR-Reaktionen zwei Fragmente des JNK-Gens amplifiziert. In der
einen Reaktion wurde ein flankierender Primer eingesetzt, der mit dem 3’ Ende der JNK-
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Sequenz hybridisiert (US2 für JNK1 und US5 für JNK2) und ein interner Primer, der an die
zu mutierenden Stelle bindet und selbst die Mutation trägt (US3 für JNK1 und US4 für
JNK2). In der anderen Reaktion wurde der entsprechende flankierende Primer eingesetzt, der
mit dem 5’-Ende der JNK-Sequenz hybridisiert (US1 für JNK1 und US4 für JNK2) und ein
interner Primer, der zu dem 5‘-Ende des Mutationsprimers komplementär ist (US9 für JNK1
und US11 für JNK2). Beide PCR-Reaktionen wurden wie in Abschnitt 3.3.3. beschrieben
durchgeführt. Die beiden somit erhaltenen Produkte enthalten eine Überlappung, deren Se-
quenz innerhalb des JNK-Gens liegt. Diese PCR-Fragmente wurden durch Gelelektrophorese
auf einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt, die entsprechenden Banden aus dem Gel ausge-
schnitten und die DNA nach Standardmethode aufgereinigt. In einem zweiten Schritt wurden
diese beiden PCR-Produkte in einer weiteren PCR-Reaktion als Matrize eingesetzt. Durch die
Überlappung konnte ein Strang von jedem Fragment als Primer für das andere Fragment ver-
wendet werden. Zusammen mit den beiden flankierenden Primern (US1/US2 für JNK1;
US4/US5 für JNK2) konnte so das gesamte mutierte JNK-Gen amplifiziert werden. Die Kon-
zentrationen der Reagenzien dieser PCR-Ansätze waren wie in Abschnitt 3.3.3. beschrieben.
Die PCR-Reaktion umfaßte 20 Reaktionszyklen mit je 1 min Denaturierung bei 94°C, 1,5 min
Primer-Hybridisierung bei 60°C und 1,5 min Elongation bei 72°C. Die amplifierte DNA wur-
de nach Standardmethode aufgereinigt. Da die 5‘ und 3‘-flankierenden Primer Restriktions-
schnittstellen enthielten, konnte das PCR-Produkt geschnitten und in pcDNA3.1(+) eingefügt
werden. Die 5‘-Primer (US1 für JNK1 und US4 für JNK2) enthielten zusätzlich ein HA-
Epitop.
3.3.5. Sonstige
Die Anwendung allgemein üblicher Techniken, die im Umgang mit Nukleinsäuren benutzt
wurden, wie z.B. Phenolextraktion, Ethanolpräzipitation, Konzentrationsbestimmung im
Spektralphotometer, Auftrennung bzw. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen,
enzymatische Restriktionsanalyse, Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphata-
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Ca. 106 Zellen pro Ansatz wurden in 400 µl TBST-Puffer bei 4°C lysiert. Die unlösliche
Fraktion wurde durch Zentrifugation (10 min, 15000 Upm, 4°C) abgetrennt. Zur Denaturie-
rung der Proteine wurden die Lysate mit SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95°C
erhitzt. Anschließend wurden die Proteine durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) in „mighty small“-Gelapparaturen (Hoefer) nach ihrem Molekulargewicht auf-
getrennt. Als Molekulargewichtsstandard diente die „prestained molecular weight standard
mixture“ von Sigma. Die SDS-PAGE erfolgte bei 35 mA in 12,5 % igen SDS-Gelen, die mit
Sammelgel überschichtet wurden. Unmittelbar nach der Elektrophorese wurden die aufge-
trennten Proteine mit Hilfe eines Elektrotransfer-Verfahrens auf eine Hybond-C Membran
(Amersham) transferiert. Der Transfer erfolgte in einem Transferpuffer bei 100 V innerhalb
von 40 min.
Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurde diese für ca. 30 min in Blocklösung
geschwenkt, um unspezifische Proteinbindestellen abzusättigen. Anschließend wurde der Blot
über Nacht mit dem primären Antikörper in Blocklösung bei 4°C inkubiert. Bei phosphospe-
zifischen Antikörpern erfolgten die ersten beiden Schritte in Roti-Block (Roth). Vor Zugabe
des Zweitantikörpers wurde die Membran dreimal für 10 min in Waschpuffer geschwenkt.
Die Inkubation mit dem gegen den Primärantikörper gerichteten entsprechenden Peroxidase-
gekoppelten Sekundärantikörper in Blocklösung (Verdünnung 1:2000) erfolgte bei Raumtem-
peratur für 1 h. Der Immunoblot wurde wieder dreimal für 10 min gewaschen und anschlie-
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ßend mit Hilfe von verstärkter Chemilumineszenz (ECL, Amersham) nach Angaben des Her-
stellers entwickelt.
Sollte die Membran anschließend mit einem anderen Primärantikörper ein zweites Mal ge-
färbt werden, so wurden zunächst sämtliche gebundenen Antikörper wieder entfernt. Dies er-
folgte durch Inkubation des Immunoblots in 40 ml Strip-Lösung für 20 min (52°C). Nach
dreimaligem Waschen für je 20 min in Waschpuffer wurde die Membran erneut geblockt und
mit Primärantikörper inkubiert.
TBST-Puffer: 20 mM Tris-HCl (pH 7,5); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM Phenylme-
thylsulfonylfluorid; 0,5 mM β-Glyzerophosphat; 0,5 mM Natriumpyrophos-
phat; 0,5 mM Natriumorthovanadat; 0,5 mM Natriumfluorid; 0,5 mM Natri-
ummolybdat; 1 % Triton X-100
SDS-Probenpuffer (4 fach): 100 mM Tris-HCl (pH 6,8); 4 % SDS; 20 % Glyzerin; 0,2 % Bromphe-
nolblau
12,5 % SDS-Gel (100 ml): 40,4 ml H2O; 16,5 ml 2 M Tris-HCl (pH 8,8); 825µl 0,5 M EDTA; 41,25 ml
Acrylamid (30 %)/Bisacrylamid (0,8 %)-Lösung; 700 µl Ammoniumpersulfat
(APS)-Lösung (10 %) und 70 µl N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
Sammelgel (10 ml): 7,6 ml H2O; 625 µl 2 M Tris-HCl (pH 6,8); 100µl 10 % SDS; 1,5 ml Acry-
lamid (30 %)/Bisacrylamid (0,8 %)-Lösung; 150 µl Ammoniumpersulfat
(APS)-Lösung (10 %) und 40 µl N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
Transferpuffer (10 fach): 30g Tris-OH; 95 g Glyzin; ad 1 l H2O
Blocklösung: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4); 150 mM NaCl; 5 % Magermilchpulver
Waschlösung: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4); 150 mM NaCl; 1 % Tween-20
Strip-Lösung 125 mM Tris-HCl (pH 6,8); 10 % SDS; 10 mM DTT
3.4.2. Immunpräzipitation
Transient transfizierte TRAF6 -/- Zellen einer Kulturschale (10 cm ø) mit 70 % Konfluenz
wurden in 1 ml TBST-Puffer lysiert und die Zelltrümmer durch Zentrifugation (10 min, 4°C,
15000 Upm) abgetrennt. Protein A-Sepharose Kügelchen (100 µl, Sigma) in Ethanol wurden
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dreimal mit TBS gewaschen und in 1 ml TBS aufgenommen. Die Zellysate wurden über
Nacht bei 4°C mit 50 µl Protein A-Sepharose und 8 µl α-TRAF6-Antikörper (D-10) auf
einem Drehrad inkubiert. Nach der Sedimentation der TRAF6-gebundenen Sepharosekügel-
chen (1 min, 4°C, 15000 Upm) folgten drei Waschschritte in je 1 ml TBST. Das immunpräzi-
pitierte TRAF6 wurde anschließend durch 12,5 %ige SDS-PAGE aufgetrennt und mit einem
α-TRAF6-Antikörper (H274) nachgewiesen.
3.4.3. Immunkomplex-Kinaseversuch
Die Methode wurde durchgeführt wie in Kieser, 2001, beschrieben.
Immobilisierung von α-HA-Epitop Antikörpern an Protein G-Sepharose:
Protein G-Sepharose Kügelchen (80 µl, Sigma) in Ethanol wurden dreimal mit TBS gewa-
schen. Die α-HA-Epitop Antikörper 3F10 (200 µg, Roche) wurden in 500 µl PBS mit 4 %
Saccharose und 0,02 % Natriumazid gelöst. Nach Zugabe des gelösten Antikörpers zu der
Protein G-Sepharose wurde der Ansatz für 2 h auf einem Drehrad bei 4°C inkubiert. Die ko-
valent gebundenen Antikörper wurden anschließend präzipitiert (1 min, 4°C, 15000 Upm),
dreimal mit TBS + 1 % Triton X-100 gewaschen und in 1,2 ml PBS mit 4 % Saccharose und
0,02 % Natriumazid aufgenommen. Die so immobilisierten Antikörper können für mehrere
Monate bei 4°C gelagert werden.
Ca. 106 Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen, in je 450 µl TBST-Puffer lysiert und
durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 15000 Upm) von der unlöslichen Zellfraktion befreit. Zur
Immunpräzipitation der HA-fusionierten Kinase wurden die Lysate über Nacht bei 4°C mit
12 µl Protein G-Sepharose immobilisierten α-HA-Antikörper (s. oben) inkubiert. wurden Die
Immunpräzipitate wurden zweimal mit TBST-Puffer und für radioaktive Kinasereaktionen
zweimal mit Reaktionspuffer I bzw. für nicht-radioaktive Reaktionen zweimal mit Reakti-
onspuffer II gewaschen und auf ein Gesamtvolumen von 35 µl eingestellt. Die relativen Kina-
seaktivitäten der untersuchten Kinasen wurden nun anhand der Substratphosphorylierung be-
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stimmt, da durch die Enzymaktivität der Kinase das radioaktive γ-32-Phosphat des in den Re-
aktionsansätzen enthaltenen γ-32P-ATP auf ein Substrat übertragen wird. In den nicht-
radioaktiven Kinasereaktionen erfolgt die Substratphosphorylierung mit unmarkiertem ATP.
Als spezifisches Substrat für JNK wurde Glutathion-S-Transferase (GST) markiertes c-Jun
(GST-c-Jun), für p38 MAPK GST-ATF-2 (aus E. coli gereinigt nach Kieser, 2001) verwen-
det. Zum Starten der radioaktiven Kinasereaktionen wurde ein Reaktionsmix aus 8 µl Reakti-
onspuffer I, 1 µl γ-32P-ATP (5 µCi) und 2 µg GST-Substrat zugegeben. Die nicht-radioaktiven
Kinasereaktionen wurden durch Zugabe von 10 µl Reaktionspuffer II mit ca. 200 ng GST-
Substrat gestartet. Nach Inkubation der Reaktionsansätze für 30 min bei 30°C wurden die Ki-
nasereaktionen durch Zugabe von 12 µl 4 fach SDS-Probenpuffer und Erhitzen bei 95°C für
5 min terminiert. Nach Auftrennung der Proteine durch 12,5 % SDS-PAGE und Transfer auf
Hybond-C Membran (siehe Kapitel 3.4.1) wurden die radioaktiven Filter autoradiographiert
und mit Hilfe eines Fuji BAS1000 Phosphoimagers quantifiziert. Die Phosphorylierung der
nicht-radioaktiven Kinaseversuche wurde in einem Immunoblot mit Hilfe von phosphospezi-
fischen α-ATF2-Antikörpern sichtbar gemacht.
TBS: 20 mM Tris-HCl (pH 7,5); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA
TBST-Puffer: 20 mM Tris-HCl (pH 7,5); 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM Phenylmethyl-
sulfonylfluorid; 0,5 mM β-Glyzerophosphat; 0,5 mM Natriumpyrophosphat; 0,5
mM Natriumorthovanadat; 0,5 mM Natriumfluorid; 0,5 mM Natriummolybdat;
1% Triton X-100
Reaktionspuffer I: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4); 10 mM MgCl2; 20 mM NaCl; 1 µM DTT; 2 µM ATP
Reaktionspuffer II: 25 mM Tris-HCl (pH 7,4); 10 mM MgCl2; 2 mM DTT; 200 µM ATP
SDS-Probenpuffer (4 fach): 100 mM Tris-HCl (pH 6,8); 4 % SDS; 20 % Glyzerin; 0,2 % Bromphenolblau
Berechnung der Kinaseaktivitäten
Zur Quantifizierung der Kinaseaktivitäten von HA-JNK1, HA-JNK2 und HA-p38 MAPK
wurden die Aktivitäten, wenn nicht anders vermerkt, auf die Menge der jeweils immunpräzi-
pitierten Kinasen bezogen. Die Menge an immunpräzipitierter Kinase wurde im Immunoblot
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mit α-HA-Antikörper ermittelt. Dazu wurden die Immunoblots mittels eines Durchlichtscan-
ners digitalisiert und die entsprechenden Banden durch computergestützte Densitometrie mit
Hilfe des Programms TINA quantifiziert. Anschließend wurden die im Immunoblot bzw. in
der Autoradiographie bestimmten Aktivitätswerte auf die Menge der präzipitierten Kinase be-
zogen. In Abbildung 4.5 und 4.16 wurden die Kinaseaktivitäten zusätzlich auf die LMP1-
Expression angeglichen.
3.4.4. Luziferase-Reportergen Versuche
Zur Untersuchung NF-κB- bzw. AP-1-abhängiger Transkription wurden HEK 293-Zellen in
6-Loch-Platten transient mit einem Reportergen-Konstrukt transfiziert. In dem Plasmid
3xκB-L steht das Luziferase-Reportergen unter der Kontrolle eines minimalen c-fos-
Promotors mit drei NF-κB-Bindestellen. In dem pRTU14-Plasmid ist das Luziferase-
Reportergen unter der Kontrolle von vier TPA-responsiven Elementen (TREs) und dem Me-
tallothionin II-Basispromotor. Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurden die
Zellen mit kaltem PBS gewaschen und in 150 µl Extraktionspuffer aufgenommen. Danach
wurden die Ansätze für 15 min bei –80°C tiefgefroren, bei 4°C wieder aufgetaut und die
Zelltrümmer durch Zentrifugation abgetrennt (10 min, 4°C, 15000 Upm). Der Nachweis der
Luziferase-Aktivtität in den Zellysaten erfolgte in einem Testpuffer unter Verwendung eines
Luminometers. Pro Ansatz wurden 10 µl Lysat mit 150 µl Luziferase-Testpuffer und 100 µl
Luziferin-Puffer gemischt und die resultierende Lichtemission im Luminometer gemessen.
Um die Unterschiede in der Proteinexpression auszugleichen, wurden die Luziferase-Werte
auf die Expression von β-Galaktosidase angeglichen. Zur Ermittlung der β-Galaktosidase-
Werte wurden 5 µl Zellysat mit 75 µl Galacton-Plus-Lösung als chemiluminezentes β-
Galaktosidase-Substrat gemischt und für 30 min inkubiert. Nach Zugabe von 50 µl
Emerald-Puffer wurde die Lichtemission ebenfalls im Luminometer gemessen.
Extraktionspuffer: 100 mM K2HPO4 (pH 7,8); 100 mM KH2PO4 (pH 7,8), 1 mM DTT; 1 % Triton X-
100
Luziferase-Testpuffer: 25 mM Glyzylglycin (pH 7,8); 15 mM MgSO4; 5 mM ATP
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Luziferin-Puffer (10 fach): 5 mg D-(-) Luziferin (Roche) auf 17,85 ml 0,5 M Tris-HCl (pH 7,5)
Galacton-Plus-Lösung: 50 µl 0,01 M MgCl2; 500 µl 1 M Na3PO4 (pH 8,0); 50 µl Galacton-Plus (Tropix)
auf 4,4 ml H2O
Emerald-Puffer: 1 ml 1 M NaOH; 500 µl Emerald-Lösung (Tropix) auf 3,5 ml H2O (vor Licht
schützen!)
3.5. Fluoreszenzmikroskopie
Für den Nachweis der Expression wurden HA-p53 und HA-p53∆I Expressionsplasmide tran-
sient in HeLa-Zellen transfiziert. Vier Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit
Trypsin verdaut und auf einen Glas-Objektträger in Medium ausplattiert. Nach 24 h wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit 3 % Paraformaldehyd/PBS für 20 min fixiert. An-
schließend wurden die Zellen mit 0,2 % Triton X-100/PBS für 5 min permeabilisiert, dreimal
mit PBS gewaschen und in 2 % Glyzin/PBS (pH 7,4) für 1 h und in 10 % fötalem Kälberse-
rum/PBS für weitere 30 min geblockt. Die fixierten Zellen wurden über Nacht in α-HA-
Epitop-Antikörper 3F10 (Roche) inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen und anschließend für
2 h in FITC-konjugiertem α-Ratte IgG Zweitantikörper (Dianova) inkubiert. Nach dreimali-
gem Waschen mit PBS wurden die Zellen in 10 % Glyzerin/PBS eingebettet. Zur Analyse
wurden die Zellen in einem Zeiss Axiovert 200 Fluoreszenzmikroskop mit einer hochauflö-
senden Digital Videokamera (Hamamatsu) untersucht. Konfokale Aufnahmen wurden anhand
von drei aufgenommenen Ebenen mit Hilfe der Openlab 2.1 Software (Improvision) digital
erzeugt. Die Überlagerung von Fluoreszenz- und Phasenkontrast-Aufnahmen wurde ebenfalls
mit Hilfe der Openlab 2.1 Software vorgenommen.
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4. Ergebnisse
4.1. Charakterisierung des LMP1-induzierten p38 MAPK Signalweges
Kürzlich wurde die p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalkaskade als ein
weiterer Signalweg identifiziert, der durch LMP1 aktiviert werden kann. Die Aktivierung von
p38 MAPK ist für die Expressionsinduktion von IL-6 und IL-8 notwendig (Eliopoulos et al.,
1999; Vockerodt et al., 2001). Bisher wurde in dem Signalweg von LMP1 zu p38 MAPK nur
der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierter Faktor 2 (TRAF2) als beteiligtes Protein iden-
tifiziert (Eliopoulos et al., 1999). Für die Aufklärung der LMP1-vermittelten proliferativen
und anti-apoptotischen Effekte ist die weitere Untersuchung des p38 MAPK-Signalweges von
großem Interesse. Der erste Teil der vorliegenden Arbeit umfaßt daher die Identifikation von
Faktoren, die in der Signalkaskade von LMP1 zu p38 MAPK involviert sind.
p38 MAPK gehört zur Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK). Die
p38 MAPK-Signalkaskade spielt eine wichtige Rolle bei der Expression von Zytokinen und in
der Reaktion der Zelle auf Streßfaktoren (Freshney et al., 1994; Han et al., 1994; Raingeaud
et al., 1995). Kürzliche Veröffentlichungen konnten weitere Funktionen von p38 MAPK auf-
zeigen, wie beispielsweise die Beteiligung an zellulären Differenzierungsprozessen, Prolife-
ration und der Regulation von Apoptose (Übersichtsartikel: Nebreda und Porras, 2000). Die
Aktivierung der p38 MAPK erfolgt durch Phosphorylierung des Thr-X-Tyr-Motives durch
MAPK-Kinasen (Raingeaud et al., 1995) (s. Einleitung). Bekannte Substrate von p38 MAPK
umfassen die Proteinkinasen MAPKAPK-2/3 (Freshney et al., 1994; Rouse et al., 1994;
McLaughlin et al., 1996) und mehrere Transkriptionsfaktoren wie ATF2 (Raingeaud et al.,
1995), Elk-1 (Raingeaud et al., 1996), CHOP/GADD153 (Wang und Ron, 1996) und Max
(Zervos et al., 1995).
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4.1.1. LMP1 induziert p38 MAPK über einen TRAF6-abhängigen Signalweg
Die zytoplasmatischen TRAFs dienen als Adaptorproteine von Rezeptoren der TNF-Rezeptor
Familie und spielen eine wichtige Rolle sowohl in apoptotischen als auch in proliferativen
Signalwegen. Darüber hinaus sind sie auch in der Signaltransduktion von LMP1 involviert
(s. Einleitung). Außer für TRAF4 konnte bisher nur für TRAF6 keine Rolle in der Funktion
von LMP1 gezeigt werden. Da jedoch die Überexpression von TRAF6 zur Induktion von p38
MAPK führt (Baud et al., 1999), stellte TRAF6 einen guten Kandidaten für eine Rolle im
Signalweg von LMP1 zu p38 MAPK dar.
Um eine potentielle Funktion von TRAF6 im Zusammenhang mit LMP1-induzierter
p38 MAPK-Aktivierung näher zu untersuchen, wurde zunächst der Effekt einer dominant-
negativen TRAF6-Mutante, TRAF6(300-524), auf diesen Signalweg untersucht. Dieser
Mutante fehlt die sogenannte RING-Finger Domäne. Mit Ausnahme von TRAF1 besitzen alle
bekannten TRAFs eine solche N-terminale Domäne, für die bei TRAF6 eine Funktion als
Ubiquitin-Ligase gezeigt werden konnte (Deng et al., 2000 und Einleitung). Die Deletion des
RING-Fingers resultiert in einer dominant-negativen TRAF-Mutante, die zwar noch mit allen
bekannten TRAF-Bindemolekülen interagieren kann, jedoch keine Signale mehr weiterleitet
(Rothe et al., 1995; Arch et al., 1998; Inoue et al., 2000). Der Einfluß der Koexpression von
TRAF6(300-524) auf die LMP1-induzierte p38 MAPK-Aktivtität wurde mit Hilfe von transi-
enten Transfektionsversuchen in HEK 293-Zellen analysiert. Diese Zelllinie wurde aufgrund
ihrer guten Transfektionseffizienz für diese Experimente ausgewählt (Graham et al., 1977).
Darüber hinaus sind bereits viele Untersuchungen zur Signaltransduktion von LMP1 in dieser
Zelllinie durchgeführt worden.
TRAF6(300-524) wurde zusammen mit Expressionsplasmiden für ein Hämagglutinin (HA)-
Epitop-fusioniertes p38 MAPK (HA-p38 MAPK) und LMP1 in HEK 293-Zellen transfiziert.
Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und HA-p38
MAPK mit Antikörpern gegen das HA-Epitop aus den Zellysaten immunpräzipitiert. Die Ak-
tivität der präzipitierten Kinase wurde in einer in vitro Kinasereaktion mit Glutathion-S-
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Transferase-fusioniertem ATF2 (GST-ATF2) als Substrat gemessen. p38 MAPK kann ATF2
in vitro an Threonin 69 und 71 phosphorylieren und somit aktivieren (Gupta et al., 1995).
Diese in vitro Phosphorylierung von GST-ATF2 wurde im Immunoblot mit Hilfe eines Phos-
pho-ATF2 spezifischen Antikörpers nachgewiesen. Dieser Antikörper detektiert nur die dop-





















































Abb. 4.1: Dominant-negatives TRAF6 inhibiert die LMP1-induzierte p38 MAPK-Aktivierung. HEK 293-
Zellen wurden transient mit 1,0 µg HA-p38 MAPK zusammen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden
wie angezeigt transfiziert: 1,0 µg LMP1 Wildtyp (wt), 1,0 µg LMP1∆194-386, 1,0 µg TRAF6wt und 1,0 µg do-
minant-negatives TRAF6(300-524). Transfizierte DNA-Mengen wurden mit pcDNA3.1-Leervektor auf 3,0 µg
angeglichen. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden nicht-radioaktive HA-p38 MAPK Immun-
komplex Kinasereaktionen durchgeführt. Die in vitro Phosphorylierung von GST-ATF2 durch präzipitiertes HA-
p38 MAPK wurde durch einen Phospho (P)-ATF2-spezifischen Antikörper im Immunoblot (IB) nachgewiesen.
Die Phosphorylierung von GST-ATF2 ist ein Maß der p38 MAPK-Aktivtität. Das immunpräzipitierte (IP) HA-
p38 MAPK und die Expression von TRAF6 und LMP1 wurden im Immunoblot nachgewiesen.* TRAF6wt; **
TRAF6(300-524). Rechter und linker Teil der Abbildung stammen aus zwei voneinander unabhängigen Versu-
chen.
Wie Abbildung 4.1 zeigt, führt die Expression von LMP1 zu einer starken Aktivierung des
p38 MAPK-Signalweges. Diese durch LMP1 vermittelte Induktion wird durch die Koexpres-
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sion von TRAF6(300-524) vollständig blockiert. Dieses Resultat zeigt, daß TRAF6 offenbar
eine essentielle Rolle in der Signaltransduktion von LMP1 zu p38 MAPK spielt. Somit konnte
TRAF6 als eine neue Komponente dieses Signalweges identifiziert werden.
Eine Überexpression von TRAF6 Wildtyp resultierte wie erwartet in der Aktivierung von
p38 MAPK (Abb. 4.1, rechts). Die LMP1-induzierte p38 MAPK-Aktivtität wurde durch die
Koexpression von TRAF6 Wildtyp noch verstärkt. In den Versuchen wurde eine LMP1-
Mutante, LMP1∆194-386, als Nullwert transfiziert, deren C-terminale Signaldomäne
(As 194-386) deletiert wurde. Der C-Terminus von LMP1 ist für die Signaltransduktion von
LMP1 essentiell und seine Deletion resultiert in einem LMP1-Molekül, das keine Signalwege
mehr aktivieren kann. Die Basisaktivität von p38 MAPK wird durch die Expression von
LMP1∆194-386 nicht beeinflußt (Daten nicht gezeigt). Die Expression von LMP1 und der
TRAF Proteine wurde durch Analyse der Zellysate vor der Immunpräzipitation im Immuno-
blot nachgewiesen. LMP1∆194-386 kann jedoch nicht mit der α-LMP1 Antikörpermischung
CS1-4 (Dako) nachgewiesen werden, da die Epitope CS1-4 alle im deletierten C-Terminus
von LMP1 lokalisiert sind (Rowe et al., 1987).
Des Weiteren wurden radioaktive Kinaseversuche durchgeführt, in denen die Phosphorylie-
rung von GST-ATF2 und somit die p38 MAPK-Aktivtität mit Hilfe eines Phosphoimagers
quantifiziert werden kann. Wie in Abbildung 4.2 zu sehen ist, wird p38 MAPK durch Expres-
sion von LMP1 aktiviert, während die Koexpression von TRAF6(300-524) zu einer völligen
Inhibition der p38 MAPK-Aktivtität führt. Diese Resultate bestätigen die Ergebnisse aus den
nicht-radioaktiven Kinaseversuchen und unterstreichen nochmals die essentielle Bedeutung
des TRAF6 Proteins in der Signalkaskade zu p38 MAPK. In diesem Experiment wurde zu-
sätzlich ein LMP1:CD40-Fusionsprotein als Positiv-Kontrolle eingesetzt. Dieses chimäre
Protein besteht aus der Transmembrandomäne von LMP1 und dem zytoplasmatischen Anteil
des CD40-Rezeptors. Daraus resultiert ein konstitutiv aktives CD40-Fusionsmolekül, das von
der Bindung eines Liganden unabhängig ist (Gires et al., 1997; Kieser et al., 1999). Wie er-
wartet, konnte die Aktivität von p38 MAPK durch die Expression von LMP1:CD40 induziert
werden. Die Koexpression von TRAF6(300-524) hatte auch hier eine fast vollständige Inhibi-
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tion der p38 MAPK-Aktivtität zur Folge. Dies bestätigt Ergebnisse, die zeigen, daß TRAF6
im Signalweg von CD40 zu p38 MAPK involviert ist (Pullen et al., 1999a). In den radioakti-
ven Kinaseversuchen konnte eine schwächere p38 MAPK-Aktivierung im Verhältnis zu den
nicht-radioaktiven Kinaseversuchen beobachtet werden. Dies ist auf die geringere und daher
nicht optimale ATP-Konzentration in den radioaktiven Experimenten zurückzuführen. Zu-
sammengefaßt zeigen die Ergebnisse aus beiden Versuchen eindeutig die essentielle Bedeu-
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Abb. 4.2: Dominant-negatives TRAF6 inhibiert LMP1- und LMP1:CD40-induzierte p38 MAPK-
Aktivtität. HEK 293-Zellen wurden transient mit 1,0 µg HA-p38 MAPK zusammen mit den entsprechenden
Expressionsplasmiden wie angezeigt transfiziert: 1,0 µg LMP1wt, 1,0 µg LMP1∆194-386, 1,0 µg LMP1:CD40,
1,0 µg TRAF6wt oder 1,0 µg TRAF6(300-524). Transfizierte DNA-Mengen wurden mit pcDNA3.1-Leervektor
auf 3,0 µg angeglichen. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden radioaktive HA-p38 MAPK Im-
munkomplex-Kinasereaktionen in Gegenwart von γ-32P-ATP durchgeführt. HA-p38 MAPK-Aktivtitäten sind
durch Autoradiographie des in vitro phosphorylierten GST-ATF2 dargestellt. Die Quantifizierung der GST-
ATF2 Phosphorylierung erfolgte durch Phosphoimager-gestützte Analyse.
4.1.2. Die ektopische Expression von TRAF6 ermöglicht die Aktivierung von
p38 MAPK durch LMP1 in TRAF6 -/- Fibroblasten
Für Untersuchungen von Genfunktionen eignet sich besonders die Verwendung von Zellen, in
denen das zu analysierende Gen in beiden Allelen deletiert wurde („Knockout“-Zellen). Die
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folgenden Versuche wurden in einer Fibroblasten-Zelllinie durchgeführt, die aus TRAF6
Knockout-Mäusen etabliert wurde (Lomaga et al., 1999) und somit kein endogenes TRAF6
mehr besitzt. In diesen Zellen wurde getestet, ob p38 MAPK in Abwesenheit von TRAF6























Abb. 4.3: Die ektopische Expression von TRAF6 ist für eine signifikante p38 MAPK-Aktivierung durch
LMP1 in TRAF6 -/- Zellen essentiell. TRAF6-defiziente Mausfibroblasten wurden in 10 cm Zellkulturplatten
mit 3,3 µg HA-p38 MAPK zusammen mit den den entsprechenden Expressionsplasmiden wie angezeigt transfi-
ziert: 9,9 µg LMP1wt, 9,9 µg LMP1∆194-386 und 6,6 µg TRAF6wt. Transfizierte DNA-Mengen wurden mit
pcDNA3.1-Leervektor angeglichen. HA-p38 MAPK-Aktivtitäten wurden durch phosphoryliertes GST-c-Jun im
Immunoblot nachgewiesen. TRAF6 wurde mit Hilfe des α-TRAF6-Antikörpers D10 aus Zellysaten immunprä-
zipitiert und im Immunoblot nachgewiesen.
Wie in Abbildung 4.3 zu sehen ist, führt die Expression von LMP1 in TRAF6 -/- Fibroblasten
nur zu einem sehr schwachen Anstieg der p38 MAPK-Aktivtität. Dieses Ergebnis war zu er-
warten, unter der Voraussetzung, daß TRAF6 bei der Aktivierung von p38 MAPK eine
essentielle Rolle spielt. Die schwache Induktion von p38 MAPK durch LMP1 ist möglicher-
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weise dadurch zu erklären, daß hier andere TRAF Proteine die Funktion von TRAF6 teilweise
übernehmen können. Die Transfektion von TRAF6 allein resultierte gleichermaßen in einem
sehr schwachen Anstieg der p38 MAPK-Aktivtität. Dies spricht dafür, daß das Niveau der
ektopischen TRAF6-Proteinexpression ungefähr der physiologischen TRAF6-Expression ent-
spricht, die ebenfalls nicht zu einer Induktion von p38 MAPK per se führt. Dagegen konnte
eine sehr starke Aktivierung von p38 MAPK in den TRAF6 -/- Fibroblastenzellen durch die
Koexpression von LMP1 mit TRAF6 erreicht werden. Offensichtlich kann durch die Expres-
sion von TRAF6 auf physiologischem Niveau die Aktivierung von p38 MAPK durch LMP1
wiederhergestellt werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen nochmals die essentielle Bedeutung
von TRAF6 in der Signaltransduktion von LMP1 zu p38 MAPK.
4.1.3. MKK6 vermittelt die Signalübertragung von LMP1 zu p38 MAPK
p38 MAPK wird durch Phosphorylierung der Aminosäuren Threonin 180 und Tyrosin 182
innerhalb des Thr-X-Tyr-Motives aktiviert (Raingeaud et al., 1995 und Einleitung). Die
Phosphorylierung erfolgt durch in der Signalkaskade direkt aufwärts gelegene Kinasen, die
sogenannten MAPKKs (MAPKKs bzw. MKKs). Es ist gezeigt worden, daß die MAPKK
MKK6 in Folge von extrazellulären und intrazellulären Stimuli p38 MAPK phosphoryliert
und somit aktiviert (Nebreda und Porras, 2000). Auf der Suche nach Faktoren des
LMP1p38 MAPK-Signalweges wurde daher MKK6 als weiterer potentieller Signalmedia-
tor untersucht.
Um die Rolle von MKK6 in der Signaltransduktion von LMP1 zu p38 MAPK zu testen, wur-
de der Einfluß einer dominant-negativen MKK6-Mutante auf die p38 MAPK-Aktivierung
durch LMP1 analysiert. Diese Flag-Epitop-fusionierte dominant-negative Mutante von
MKK6, Flag-MKK6(Ala), besitzt keine Kinaseaktivität mehr (Raingeaud et al., 1996; Hoff-
meyer et al., 1999). Flag-MKK6(Ala) wurde zusammen mit LMP1 und HA-p38 MAPK Ex-
pressionsplasmiden in HEK 293-Zellen transfiziert. Anschließend wurde ein nicht-
radioaktiver Kinaseversuch durchgeführt. Wie in Abbildung 4.4 zu sehen ist, bewirkt die Ko-
expression von Flag-MKK6(Ala) eine starke Reduktion der LMP1-induzierten p38 MAPK-
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Aktivtität. Die Aktivierung von p38 MAPK durch LMP1 wurde durch Koexpression von
Flag-MKK6(Ala) um 84,5 % herabgesetzt. Das Expressionsniveau von LMP1 und Flag-
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Abb. 4.4: Dominant-negatives MKK6 inhibiert die Induktion von p38 MAPK durch LMP1. HEK 293-
Zellen wurden transient mit 1,0 µg HA-p38 MAPK zusammen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden
wie angezeigt transfiziert: 1,0 µg LMP1wt, 1,0 µg LMP1∆194-386 und 1,0 µg dominant-negatives Flag-
MKK6(Ala). Transfizierte DNA-Mengen wurden mit pcDNA3.1-Leervektor auf 3,0 µg angeglichen. Vierund-
zwanzig Stunden nach Transfektion wurden nicht-radioaktive HA-p38 MAPK Immunkomplex Kinasereaktionen
durchgeführt. Die HA-p38 MAPK-Aktivtitäten sind durch in vitro phosphoryliertes GST-c-Jun im Immunoblot
nachgewiesen.
Dieses Ergebnis zeigt, daß MKK6 in der Signaltransduktion von LMP1 zu p38 MAPK invol-
viert ist. Somit konnte MKK6 neben TRAF6 als ein weiterer Faktor der LMP1p38 MAPK-
Signalkaskade identifiziert werden. MKK6 muß in der Signalkaskade unterhalb von TRAF6
agieren, da p38 MAPK durch MKK6 direkt phosphoryliert wird.
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4.1.4. Identifizierung der für die Aktivierung von p38 MAPK essentiellen LMP1-
Domänen
Als nächstes wurde untersucht, welche Domänen des LMP1-Moleküls die Aktivierung von
p38 MAPK vermitteln. Es ist bekannt, daß LMP1-induzierte NF-κB-Aktivtität durch TRAF-
Moleküle vermittelt wird und daß sowohl CTAR1 als auch CTAR2 an der Aktivierung betei-
ligt sind (s. Einleitung). In Abschnitt 4.1.1. wurde gezeigt, daß bei der Aktivierung von
p38 MAPK TRAF-Moleküle ebenfalls eine wichtige Rolle spielen. Daher war es naheliegend,
eine mögliche Beteiligung von CTAR1 und CTAR2 am p38 MAPK-Signalweg zu untersu-
chen. Zu diesem Zweck wurden verschiedene LMP1-Mutanten verwendet, deren Funktiona-
lität schon in anderen Versuchen in unserem Labor getestet worden war (Kieser et al., 1999).
Bei der Mutante LMP1(PQTAAA) wurde das TRAF-Bindemotiv innerhalb der CTAR1-
Domäne (siehe Einleitung) mutiert, während bei der Mutante LMP1(Y384G) der Tyrosinrest
384 innerhalb der CTAR2-Domäne gegen Glycin ausgetauscht wurde, was die Bindung von
TRADD an LMP1 verhindert. Zusätzlich wurde die entsprechende Doppelmutante
LMP1(PQTAAA/Y384G) und die C-terminale Deletionsmutante LMP1∆194-386 als Null-
kontrolle eingesetzt.
Die Mutation des PxQxT-Motives resultierte in einer Reduktion der p38 MAPK-Induktion auf
57 % des LMP1 Wildtyps. Einen noch stärkeren Einbruch der p38 MAPK-Aktivtität auf 7 %
Restaktivität verursachte die Mutation von Tyrosin 384 zu Glycin.
LMP1(PQTAAA/Y384G) besaß wie auch LMP1∆194-386 keinerlei p38 MAPK-
Aktivierungspotential. Die p38 MAPK-Aktivtitäten wurden hier zusätzlich zur immunpräzi-
pitierten HA-p38 MAPK Menge auch auf die LMP1-Expression angeglichen (s. Material und
Methoden). Offensichtlich sind an der Induktion von p38 MAPK durch LMP1 sowohl das
PxQxT-Motiv in CTAR1, als auch Tyrosin 384 in CTAR2 beteiligt. Da eine Mutation von
Tyrosin 384 jedoch eine wesentlich stärkere Auswirkung auf die Aktivierbarkeit von p38
MAPK hatte, scheint CTAR2 die wichtigere Domäne für p38 MAPK-Aktivierung durch
LMP1 zu sein. Maximale Aktivierung wird jedoch nur durch die Beteiligung beider Domänen
erreicht. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit eine kürzlich veröffentlichten Beobachtung,
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daß für die maximale NF-κB-Aktivierung durch LMP1 eine Kooperation und physikalische





















































Abb. 4.5: CTAR1 und CTAR2 kooperieren bei der Induktion von p38 MAPK durch LMP1. HEK 293-
Zellen wurden transient mit 1,0 µg HA-p38 MAPK zusammen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden
wie angezeigt transfiziert: 1,0 µg LMP1wt, 1,0 µg LMP1(PQTAAA), 1,0 µg LMP1(Y384G) oder 1,0 µg
LMP1(PQTAAA/Y384G). LMP1∆194-386, dessen gesamte C-terminale Signaldomäne deletiert wurde,
diente als Nullwert. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden nicht-radioaktive HA-p38 MAPK Im-
munkomplex Kinasereaktionen durchgeführt. Das Ergebnis eines repräsentativen Versuches von vier ist in Form
von Immunoblots gezeigt. Das Balkendiagramm zeigt die Durchschnittswerte der HA-p38 MAPK-Aktivtitäten
aller vier Versuche mit Angabe der Standardabweichungen. p38 MAPK-Aktivtitäten sind in % relativ zu
LMP1wt angegeben, dessen Induktionswert auf 100 % festgesetzt wurde. Die Induktionswerte wurden zusätzlich
zu den Mengen der immunpräzipitierten HA-p38 MAPK auch auf die Expression von LMP1 angeglichen.
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4.1.5. Die Rolle von TRAF6 bei der Aktivierung von NF-κB durch LMP1
Die bisher vorgestellten Ergebnisse zeigen eine Beteiligung von CTAR1 und CTAR2 an der
Induktion von p38 MAPK durch LMP1. NF-κB-Aktivierung von LMP1 wird ebenfalls durch
diese beiden Domänen vermittelt (Floettmann und Rowe, 1997; Devergne et al., 1998). Dar-
über hinaus ist bekannt, daß eine Überexpression von TRAF6 zur Aktivierung von NF-κB
führt (Cao et al., 1996). Aufgrund dieser Hinweise wurde eine potentielle Rolle von TRAF6
im Signalweg von LMP1 zu NF-κB untersucht.
Dazu wurde der Einfluß der dominant-negativen Mutante TRAF6(300-24) auf LMP1-
vermittelte NF-κB-Aktivtität in transienten Reportergenversuchen analysiert. TRAF6(300-24)
wurde zusammen mit LMP1 Wildtyp oder LMP1-Mutanten und einem NF-κB-Luziferase
Reportergenplasmid in HEK 293-Zellen transfiziert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen ly-
siert und Luziferase-Reportergenversuche durchgeführt. Die gemessene Luziferase-Aktivität
ist ein direktes Maß für die NF-κB-Aktivtität. Wie in Abbildung 4.6A gezeigt ist, bewirkt die
Koexpression von TRAF6(300-24) eine Reduktion der LMP1-induzierten NF-κB-Aktivtität
um 40 %. Die Koexpression von TRAF6 Wildtyp konnte die NF-κB-Aktivierung durch
LMP1 hingegen noch verstärken (Ergebnisse nicht gezeigt). In Übereinstimmung mit bereits
veröffentlichten Daten (Floettmann und Rowe, 1997; Devergne et al., 1998) resultierten Mu-
tationen des PxQxT-Motives und von Tyrosin 384 in einer Reduktion der LMP1-vermittelten
NF-κB-Aktivtität, während die Doppelmutante LMP1(PQTAAA/Y384G) völlig inaktiv
war. Als Nullwert diente in diesen Versuchen wieder die C-terminale Deletionsmutante
LMP1∆194-386, die NF-κB nicht mehr aktivieren kann. Die Ergebnisse zeigen, daß domi-
nant-negatives TRAF6 die NF-κB-Aktivierung von LMP1 durch CTAR1 und CTAR2 nur
partiell blockt. Ein stärkerer inhibitorischer Effekt von TRAF6(300-524) auf CTAR1- als auf
CTAR2-vermittelte NF-κB-Induktion war zu beobachten. Die NF-κB-Aktivierung von LMP1
wurde durch die Y384G Mutation um 80 % reduziert, während die Mutation des PxQxT-
Motivs eine Reduktion um 56 % bewirkte. Der Effekt des dominant-negativen TRAF6 auf die
beiden LMP1-Mutanten LMP1(Y384G) und LMP1(PQTAAA) war damit jeweils stärker
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als auf LMP1 Wildtyp. Diese Beobachtung ist vermutlich auf eine Interaktion der beiden
Domänen zurückzuführen. Es wird davon ausgegangen, daß CTAR1 und CTAR2 physika-
lisch miteinander interagieren und bezüglich ihrer Funktion miteinander kooperieren
(Floettmann et al., 1998). Es ist deshalb anzunehmen, daß sich Moleküle, die an CTAR1 und
CTAR2 des LMP Wildtyp-Proteins binden, gegenseitig beeinflussen und damit den Holo-
komplex stabilisieren. Ist nun eine der beiden Domänen mutiert, ist der Signalkomplex der































































































Abb. 4.6: Dominant-negatives TRAF6 interferiert mit der LMP1-vermittelten Aktivierung von NF-κB.
Transientes Luziferase-Reportergen Experiment in HEK 293-Zellen. 10 ng 3x-κB-Luziferase-Reporterplasmid
und 50 ng β-Galaktosidase-Expressionsplasmid wurden mit den entsprechenden Expressionsplasmiden wie an-
gegeben in HEK 293-Zellen transfiziert: (A) 0,5 µg LMP1∆194-386, LMP1wt, LMP1(PQTAAA),
LMP1(Y384G) oder LMP1(PQTAAA/Y384G) mit 1,5 µg TRAF6(300-524) bzw. pcDNA3.1-Leervektor. (B)
0,5 µg LMP1∆194-386, LMP1:CD40 oder NIK und 1,5 µg TRAF6(300-524) oder pcDNA3.1-Leervektor. (A)
und (B) Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurde die Luziferase-Aktivtität als Maß für die NF-κB-
Induktion gemessen und die Werte für die β-Galaktosidase-Expression angeglichen (s. Material und Methoden).
NF-κB-Aktivtitäten (y-Achse) sind als x-fache Induktion im Vergleich mit der inaktiven LMP1∆194-386
Mutante angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus drei unabhängigen Experi-
menten.
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Um die Spezifizität von TRAF6(300-524) auf die LMP1-induzierte NF-κB-Aktivierung nach-
zuweisen, wurden entsprechende Kontrollversuche durchgeführt (Abb. 4.6B). Als Positiv-
Kontrolle diente LMP1:CD40, da für CD40 bereits gezeigt wurde, daß TRAF6 im Signalweg
zu NF-κB involviert ist (Pullen et al., 1999a). Als Negativ-Kontrolle wurde die NF-κB-
induzierende Kinase (NIK) verwendet. NIK ist eine Kinase, die erst unterhalb der TRAF
Proteine in der Signalkaskade zu NF-κB eine Rolle spielt (s. Einleitung) und daher von einer
dominant-negativen TRAF-Mutante nicht beeinflußt werden sollte. Wie erwartet, konnte
TRAF6(300-524) tatsächlich nur die CD40-induzierte NF-κB-Aktivierung blocken, zeigte
aber keinen Effekt auf das NF-κB Aktivierungspotential von NIK.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine Beteiligung von TRAF6 an dem Signalweg von
LMP1 zu NF-κB. Im Gegensatz zur essentiellen Bedeutung von TRAF6 für die Induktion von
p38 MAPK durch LMP1, scheint TRAF6 in der LMP1NF-κB-Signalkaskade lediglich eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Die Koexpression von TRAF6(300-524) bewirkt eine völlige
Inhibition der p38 MAPK-Aktivierung durch LMP1 (s. Abb. 4.1 und 4.2), während
TRAF6(300-524) unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen NF-κB-Induktion nur
partiell inhibiert. Offensichtlich unterscheiden sich die Mechanismen, die zur Aktivierung von
NF-κB oder p38 MAPK durch LMP1 führen.
4.1.6. TRAF6 ist nicht in der Aktivierung von JNK1 durch LMP1 involviert
Nachdem gezeigt werden konnte, daß TRAF6 in zwei LMP1-induzierten Signalwegen,
p38 MAPK und NF-κB, involviert ist, stellte sich die Frage, ob TRAF6 auch bei der Aktivie-
rung von JNK1 durch LMP1 eine Rolle spielt. In einem radioaktiven Kinaseexperiment wurde
daher der Einfluß von TRAF6(300-524) auf LMP1- und LMP1:CD40-abhängige JNK1-
Aktivtität mit GST-c-Jun als Substrat (Abb. 4.7) getestet. Die Überexpression von TRAF6
führte zu einer Aktivierung der JNK1-Aktivtität, die durch Koexpression von LMP1 oder
LMP:CD40 noch erhöht wurde. TRAF6(300-524) zeigte jedoch keinen Effekt auf JNK1-
Aktivierung durch LMP1 oder LMP:CD40 unter Bedingungen, die für eine völlige Inhibition
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der p38 MAPK-Aktivierung durch LMP1 ausreichend waren (s. Abb. 4.1). Dieses Ergebnis
unterstreicht nochmals die Spezifizität von TRAF6(300-524) auf den p38 MAPK Signalweg.
Offensichtlich ist TRAF6 kein Faktor des LMP1JNK1 Signalweges. Die Tatsache, daß
TRAF2 an der Induktion von p38 MAPK durch LMP1 beteiligt ist (Eliopoulos et al., 1999),
während es bei der Aktivierung von JNK1 keine Rolle spielt (Kieser et al., 1999), demon-
striert einen weiteren Unterschied der beiden Signalkaskaden. Die Induktion der p38 MAPK





























Quantifizierung 1,0 6,7 3,0 11,8 21,0 13,0 15,2 18,0 14,2
Abb. 4.7: TRAF6 ist nicht an der Aktivierung von JNK1 durch LMP1 oder durch CD40 beteiligt. HEK
293-Zellen wurden transient mit 1,0 µg HA-JNK1 zusammen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden wie
angezeigt transfiziert: 1,0 µg LMP1∆194-386, 1,0 µg LMP1wt, 10 µg LMP1:CD40, 1,0 µg TRAF6wt und
1,0 µg TRAF6(300-524). Transfizierte DNA-Mengen wurden mit pcDNA3.1-Leervektor auf 3,0 µg angegli-
chen. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden radioaktive HA-JNK1 Immunkomplex Kinasereaktio-
nen in Gegenwart von γ-32P-ATP durchgeführt. Die HA-p38 MAPK-Aktivtität ist durch Autoradiographie der in
vitro Phosphorylierung von GST-ATF2 dargestellt.
4.1.7. TRADD vermittelt die Aktivierung von p38 MAPK durch LMP1
Wie in Abbildung 4.5 bereits gezeigt wurde, spielt Tyrosin 384 in der CTAR2-Domäne von
LMP1 eine Hauptrolle hinsichtlich der Aktivierung von p38 MAPK durch LMP1. Es ist be-
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kannt, daß diese Aminosäure essentiell für die direkte Bindung von TRADD an LMP1 ist
(Izumi und Kieff, 1997). Es war daher interessant zu untersuchen, ob TRADD im Signalweg
von LMP1 zu p38 MAPK positioniert ist. In unserem Labor konnte gezeigt werden, daß die
LMP1-vermittelte Aktivierung von NF-κB durch die Expression einer TRADD-
Deletionsmutante, TRADD(1-194), der die sogenannte Todesdomäne fehlt, inhibiert werden
kann, währen diese Mutante auf die Induktion von JNK1 durch LMP1 keine Wirkung zeigt
(Kieser et al., 1999). Daher wurde der Effekt von TRADD(1-194) auf die LMP1-vermittelte
p38 MAPK-Aktivierung getestet. Die in diesem Abschnitt dargestellten Versuche wurden in
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Abb. 4.8: Dominant-negatives TRADD inhibiert die LMP1-induzierte p38 MAPK-Aktivtität. HEK 293-
Zellen wurden transient mit 1,0 µg HA-p38 MAPK zusammen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden
wie angezeigt transfiziert: 1,0 µg LMP1wt, 1,0 µg LMP1∆194-386 und 0,5 µg myc-TRADD(1-194). Jeweils
0,5 µg pcDNA-p35 wurden kotransfiziert, um Apoptose zu verhindern. Transfizierte DNA-Mengen wurden mit
pRK5-Leervektor auf 3,0 µg angeglichen.
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Die Abbildung 4.8 zeigt, daß die Expression von TRADD(1-194) sehr effektiv die Signal-
transduktion von LMP1 zu p38 MAPK blockt. Dabei muß dominant-negatives TRADD, das
an Tyrosin 384 von LMP1 bindet, mit der CTAR2-vermittelten Aktivierung von p38 MAPK
interferieren. Anhand dieser Versuche konnte TRADD als eine weitere Komponente der
LMP1p38 MAPK Signalkaskade identifiziert werden. Da TRADD direkt mit der CTAR2-
Domäne von LMP1 interagiert, TRAF6 jedoch nicht direkt an LMP1 bindet (Ishida et al.,
1996; Brodeur et al., 1997; Schultheiss et al., 2001), ist anzunehmen, daß TRAF6 unterhalb
von TRADD im p38 MAPK Signalweg von CTAR2 agiert.
4.2. Untersuchung von Protein-Phosphorylierungsmustern in B-Zellen mit
Hilfe eines konditionalen LMP1-Derivats
Die Zellen innerhalb eines Organismus müssen miteinander kommunizieren, um Wachstum
und Differenzierung zu koordinieren. Dazu werden in der Zelle unterschiedliche Signalwege
verwendet, die über einen spezifischen Rezeptor an der Zelloberfläche angeschaltet werden
und die Signale zum Zellkern weiterleiten, wo in Folge individuelle Gene reguliert werden.
Viele dieser Signalkaskaden funktionieren über sequentielle Phosphorylierung und/oder De-
phosphorylierung der beteiligten Signalmoleküle. Auch in den Signalwegen, die von LMP1
aktiviert werden, sind Phosphorylierungsreaktionen involviert (s. Einleitung).
Um neue LMP1-abhängige Signalkaskaden zu identifizieren, wurden daher Unterschiede im
Phosphorylierungsmuster von bekannten Signalproteinen in Abhängigkeit von LMP1-
Aktivtität untersucht. Hierzu wurde ein konditionales B-Zellsystem eingesetzt, das von Ulrike
Dirmeier, Abteilung Genvektoren der GSF, etabliert wurde. In diesem konditionalen System
kann LMP1-Signalaktivität innerhalb von Minuten auf Proteinebene induziert werden und
somit Kurzzeiteffekte wie z.B. Phosphorylierungsreaktionen untersucht werden. Dieses Sy-
stem besteht aus einem NGF-R:LMP1-Fusionsprotein, das mit Hilfe von Antikörpern kreuz-
vernetzt und damit aktiviert werden kann (s. Abb. 4.9). Das Fusionsprotein besteht aus dem
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extrazellulären und transmembranen Anteil des humanen niedrig-affinen p75 Nervenwachs-
tumsfaktor („nerve growth factor“, NGF)-Rezeptors und der intrazellulären C-terminalen Si-
gnaldomäne von LMP1 (Gires et al., 1997). Durch Stimulierung der Zellen mit Primäranti-
körper, der an den extrazellulären NGF-R-Anteil bindet und einem Sekundärantikörper, der
gegen den Primärantikörper gerichtet ist, kommt es zu einer Quervernetzung der
NGF-R:LMP1-Moleküle in der Plasmamembran, in deren Folge LMP1-Signalaktivität durch
den intrazellulären Anteil des Fusionsproteins induziert wird. Die Bindung des α-NGF-R-
Antikörpers alleine ist für die Aktivität von NGF-R:LMP1 nicht ausreichend (Gires et al.,
1997). Die induzierte Aggregation der NGF-R:LMP1-Moleküle ersetzt die Autoaggregation
von LMP1 Wildtyp-Molekülen in der Plasmamembran und ist ausreichend für die Induktion
von Signaltransduktion, die durch den LMP1 C-Terminus vermittelt wird (Floettmann und
Rowe, 1997; Gires et al., 1997).
Dieses NGF-R:LMP1-Fusionskonstrukt ist im Austausch gegen das LMP1 Wildtyp-Gen in
ein sogenanntes Maxi-EBV Plasmid kloniert worden, auf dem alle restlichen EBV-Gene vor-
handen sind (Delecluse et al., 1998). Mit dem das NGF-R:LMP1-tragende Maxi-EBV wurde
durch Infektion primärer B-Zellen eine immortalisierte B-Zelllinie generiert (B64-19/3, U.
Dirmeier, unveröffentlichte Daten). Da LMP1-Aktivtität für die effiziente Immortalisierung
und Proliferation solcher LCLs essentiell ist (Kaye et al., 1993; Kilger et al., 1998), können
B64-19/3-Zellen nur nach künstlicher LMP1-Aggregation oder in Kokultur mit einer Fibro-
blastenzelllinie (WI-38) proliferieren. Der genaue Effekt der Fibroblasten-Kokultur ist noch
nicht geklärt. Es ist jedoch offensichtlich, daß von diesen Zellen Signale ausgehen, die eine
Proliferation auch ohne LMP1-Aktivtität ermöglichen.
Für die Analyse von LMP1-abhängigen Proteinphosphorylierungen wurden B64-19/3-Zellen
48 Stunden vor der Stimulierung aus der Fibroblasten-Kokultur entnommen. Dies hat einen
Arrest der Zellen im Zellzyklus zur Folge (U. Dirmeier, persönliche Mitteilung). Offensicht-
lich sind in dieser Situation proliferative Signalwege nicht mehr aktiv und erst die Induktion
der NGF-R:LMP1-Aktivtität führt zu einer Aktivierung von LMP1-spezifischen, proliferati-
ven Signalkaskaden. Bei einer Zelldichte von 105 Zellen/ml wurden die Zellen zunächst für
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60 Minuten mit α-NGF-R-Antikörper inkubiert. Danach erfolgte die Quervernetzung und
damit die Stimulierung von NGF-R:LMP1-Aktivtität durch Zugabe des α-Maus IgG Sekun-
därantikörpers in das Zellkulturmedium. Als Negativ-Kontrolle wurde parallel ein Teil der
Zellen nur mit α-NGF-R-Antikörper behandelt, was für die Aktivität von NGF-R:LMP1 nicht
ausreichend ist. Die Lysate der stimulierten und der nicht-stimulierten Zellen wurden an-
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Abb. 4.9: Schematische Darstellung des konditionalen NGF-R:LMP1-Fusionsproteins. Für die Aktivität
von LMP1 ist eine Autoaggregation der LMP1-Moleküle in der Plasmamembran verantwortlich, die durch die
LMP1 Transmembrandomänen vermittelt wird. Die Signalaktivität von LMP1 kann auch durch künstliche Ag-
gregation eines NGF-R:LMP1-Fusionsproteins mit Hilfe von Antikörpern erreicht werden (Gires et al., 1997).
Das Fusionsprotein ist ein Chimär bestehend aus der extrazellulären und transmembranen Domäne des NGF-
Rezeptors und der intrazellulären C-terminalen Signaldomäne von LMP1. Aufgrund der LMP1 Signaldomäne
induziert NGF-R:LMP1 das identische Signaltransduktionsmuster wie LMP1wt. Die Aktivierung von
NGF-R:LMP1 erfolgt über die Quervernetzung des Fusionsproteins durch α-NGF-R-Antikörper und einem Se-
kundärantikörper, der gegen den Primärantikörper gerichtet ist. Dieses NGF-R:LMP1-Konstrukt wurde im Aus-
tausch gegen das LMP1 Wildtyp-Gen in ein Maxi-EBV Plasmid, welches das EBV-Genom auf einem F-Faktor-
basierenden Plasmid enthält, kloniert. Mit dem so veränderten EBV-Plasmid wurden anschließend primäre B-
Zellen infiziert und somit immortalisiert (B64-19/3 Zellen) (U. Dirmeier, unveröffentlichte Daten). PM: Plas-
mamembran.
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Wie in Abbildung 4.10 zu sehen ist, ist bereits 30 Minuten nach Zugabe des Sekundärantikör-
pers eine starke Phosphorylierung der p38 MAPK zu beobachten. Dieses Ergebnis war zu er-
warten, da die Aktivität von p38 MAPK durch LMP1 induziert werden kann, wie im ersten
Teil der Arbeit gezeigt wurde. Dieses Ergebnis bestätigt außerdem die Funktionalität des kon-
ditionalen Zellsystems. Da LMP1 proliferative und anti-apoptotische Signalwege induziert,
wurden im weiteren Verlauf bekannte Komponenten solcher Signalwege auf eine mögliche
Phosphorylierung nach NGF-R:LMP1 Stimulierung getestet.
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Abb. 4.10: Analyse des Phosphorylierungsstatus ausgewählter Signalmoleküle in Abhängigkeit von
NGF-R:LMP1-Aktivtität. Achtundvieruig Stunden vor der Stimulierung wurden B64-19/3 Zellen aus der WI-
38 Fibroblasten-Kokultur entnommen und auf eine Zelldichte von 105 Zellen/ml eingestellt. Um die Zellen zu
stimulieren, wurde 25 µl α-NGF-R-Antikörper (Kulturüberstand aus einer Hybridom-Zelllinie) für 1 h und an-
schließend 5 µg/ml Sekundärantikörper für 30 min zugegeben. Eine Induktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität wird
erst durch Zugabe des Sekundärantikörpers erreicht. Als Negativ-Kontrolle wurden die Zellen lediglich 1 h mit
α-NGF-R-Antikörper behandelt. Die Zellen wurden lysiert und die Proteine durch 12,5 % SDS-PAGE aufge-
trennt. Proteinphosphorylierungen wurden mit den angegebenen phosphospezifischen Antikörpern im Immuno-
blot detektiert. In Klammern unter den verwendeten Antikörpern sind die Aminosäuren angegeben, deren Phos-
phorylierung für die Antikörper-Erkennung notwendig sind. Thr: Threonin, Tyr: Tyrosin.
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Als erste mögliche LMP1-induzierte Signalkaskade wurde der Akt-Signalweg untersucht. Akt
ist eine Serin/Threonin Proteinkinase, durch deren Aktivierung Apoptose inhibiert werden
kann (Übersichtsartikel: Datta et al., 1999). Akt wird durch Phosphorylierung der Aminosäu-
ren Threonin 308 und Serin 473 aktiviert. Die anti-apoptotischen Effekte von Akt werden
durch Phosphorylierung mehrerer Substrate vermittelt. Eines der Substrate ist das Protein
Bad, das im unphosphorylierten Zustand an der Induktion von Apoptose beteiligt ist. In Folge
seiner Phosphorylierung an Serin 136 durch Akt wird Bad inaktiviert (Datta et al., 1997;
del Peso et al., 1997). Wie in Abbildung 4.10 gezeigt, ist nach 30 Minuten NGF-R:LMP1-
Aktivtität keine Veränderung der Phosphorylierung der Proteinkinase Akt oder des Bad Pro-
teins zu beobachten. Diese beiden Signalmoleküle scheinen damit an den anti-apoptotischen
Effekten von LMP1 nicht beteiligt zu sein.
Darüber hinaus wurde die Aktivierung der Src-Kinase in Abhängigkeit von LMP1 Signalakti-
vität in B64/19-3 Zellen getestet. Src gehört zu einer Familie von Tyrosin-Kinasen, die eine
wichtige Rolle bei der Regulation von Wachstum und Differenzierung eukaryontischer Zellen
spielt (Brown und Cooper, 1996; Thomas und Brugge, 1997). Mit Hilfe des verwendeten
phosphospezifischen Src-Antikörpers konnte jedoch keine Phosphorylierung von Src nach In-
duktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität nachgewiesen werden.
Des Weiteren wurde die ERK-Signalkaskade als potentieller LMP1-induzierter Signalweg
untersucht, da ERK ebenfalls in der Proliferation und Differenzierung von Zellen involviert
ist (Übersichtsartikel: Kolch, 2000 und s. Einleitung). ERK wird durch direkte Phosphorylie-
rung durch die Raf-1 Kinase aktiviert. Im Immunoblot mit einem α -Phospho-ERK-
Antikörper, der phosphoryliertes ERK1 und ERK2 detektiert, konnten jedoch keine Unter-
schiede im Phosphorylierungsmuster durch die Aktivität von NGF-R:LMP1 beobachtet wer-
den. Dieses Ergebnis bestätigt Untersuchungen aus unserem Labor, die gezeigt haben, daß
ERK2 in transienten Versuchen in HEK 293-Zellen nicht durch LMP1 induziert wird (Kieser
et al., 1997).
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Die in diesen Versuchen verwendeten Antikörper erkennen ihr Epitop nur, wenn es in der je-
weils phosphorylierten Form vorliegt. Die Antikörper wurden so gewählt, daß sie spezifisch
das aktivierte Protein aufgrund seiner Phosphorylierung detektieren. Es ist nicht auszuschlie-
ßen, daß die untersuchten Signalmoleküle an anderen Stellen Änderungen des Phosphorylie-
rungsmusters aufweisen, die jedoch nicht in der Aktivierungsdomäne liegen und somit keine
Rolle bezüglich ihrer Aktivierung spielen. Die Resultate lassen darauf schließen, daß das on-
kogene Potential von LMP1 offenbar nicht durch die Induktion des Akt/Bad-Signalweges
oder die der Src- und ERK-Kinasen vermittelt wird.
4.3. Charakterisierung der LMP1-vermittelten JNK2-Aktivierung
4.3.1. Phosphorylierung von JNK2 nach Induktion von NGF-R:LMP1-Aktivtität in
B-Zellen
Die Gruppe der c-Jun N-terminalen Kinasen (JNK) gehört zu den Mitogen-aktivierten Pro-
teinkinasen (MAPK), die durch zellulären Streß, Zytokine und mitogene Stimuli aktiviert
werden (s. Einleitung). Die Aktivität von JNK ist notwendig für die Regulation von Entzün-
dungsreaktionen, Zellproliferation und Apoptose. Die Aktivierung von JNK erfolgt über
Phosphorylierung von Threonin 183 und Tyrosin 185 innerhalb eines für MAPKs typischen
Thr-Pro-Tyr-Motives (Übersichtsartikel: Whitmarsh und R.J., 1996 und s. Einleitung). Die
JNK1- und JNK2-Signalwege aktivieren den AP-1 Transkriptionsfaktor. Es wurde beschrie-
ben, daß diese Signalwege an tranformierenden Prozessen einiger Onkogene beteiligt sind
(Whitmarsh und R.J., 1996). Eine steigende Zahl an Veröffentlichungen zeigt, daß JNK1 und
JNK2 verschiedene Funktionen zugeordnet sind und sie oft nicht redundant wirken
(Butterfield et al., 1997; Chan et al., 1997; Potapova et al., 2000). Die bisherigen Forschungs-
ergebnisse über LMP1 konzentrierten sich auf die Induktion von JNK1 (Kieser et al., 1997;
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Eliopoulos und Young, 1998; Hatzivassiliou et al., 1998). Im Zusammenhang mit Untersu-
chungen zu LMP1-vermittelten Änderungen des Phosphorylierungsmusters (s. Abschnitt 4.2)
wurde auch die Phosphorylierung von JNKs nach Induktion von NGF-R:LMP1-Aktivtität
analysiert.
Mit Hilfe des oben beschriebenen konditionalen B64-19/3 Zellsystems (Abschnitt 4.2.)
konnte gezeigt werden, daß das 55 kD große JNK2 Protein 30 Minuten nach Zugabe des Se-
kundärantikörpers wesentlich stärker phosphoryliert war als das 46 kD große JNK1 Protein
(Abb. 4.11). Der in Abbildung 4.11, links, verwendete α-Phospho-JNK-Antikörper
(Thr183/Tyr185) erkennt sowohl die zweifach phosphorylierte Form von JNK1 als auch die
von JNK2. Auf der rechten Seite der Abbildung wurde mit Hilfe eines Antikörpers, der JNK1
und JNK2 detektiert, sichergestellt, daß die JNK-Proteinexpression durch die Aktivität von
LMP1 nicht beeinflußt wurde. Da das Expressionsniveau von JNK2 im Vergleich zu JNK1
sogar geringer war, seine Phosphorylierung jedoch um ein vielfaches stärker, weist dieses Er-
gebnis darauf hin, daß JNK2 in Abhängigkeit von LMP1-Signalaktivität im Verhältnis zu
JNK1 offensichtlich bevorzugt phosphoryliert wird.
- unstimuliert






















Abb. 4.11: Phosphorylierung von JNK1 und JNK2 nach Induktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität in B64-
19/3 Zellen. Die Stimulierung der B64-19/3 Zellen erfolgte wie in Abb. 4.10 beschrieben. Links: Detektion der
Phosphorylierung von JNK1 und JNK2 durch Verwendung des phosphospezifischen Antikörpers α-Phospho-
JNK (Thr183/Tyr185) (NEB). Dieser Antikörper erkennt sowohl JNK1 als auch JNK2 nur in ihrer jeweils phos-
phorylierten Form. Rechts: Expression von JNK1 und JNK2 im Immunoblot mit einem für beide JNK-
Homologe spezifischen Antikörper (C17).
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4.3.2. LMP1 aktiviert HA-JNK2
In weiteren Versuchen sollte die Aktivierung von JNK2 durch LMP1 genauer charakterisiert
werden. Zu diesem Zweck wurde zunächst die Induktion eines Hämagglutinin (HA)-Epitop
fusionierten JNK1 und JNK2 Proteins (HA-JNK1 und HA-JNK2) durch LMP1 in einem in
vitro Kinaseversuch untersucht. Dafür wurden zunächst HA-JNK1 und HA-JNK2 in den
Vektor pcDNA3.1 kloniert (s. Material und Methoden). Expressionsplasmide für HA-JNK1
bzw. HA-JNK2 wurden zusammen mit LMP1 transient in HEK 293-Zellen transfiziert. Die
Aktivitäten des anschließend aus dem Zellysat immunpräzipitierten HA-JNK1 und HA-JNK2







































Abb. 4.12: Aktivierung von HA-JNK1 und HA-JNK2 durch LMP1. HEK 293-Zellen wurden transient mit
1,0 µg HA-JNK1 bzw. HA-JNK2 zusammen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden wie angezeigt trans-
fiziert: 1,0 µg LMP1wt, 1,0 µg LMP1:CD40 oder 1,0 µg MEKK. Die Negativ-Kontrolle (-) und der UV-
stimulierte Ansatz wurden mit 1,0 µg Lachsspermien-DNA transfiziert. Die UV-Stimulierung erfolgte durch
50 mJ UV-Bestrahlung in einem Stratalinker (Stratagene) 30 min vor Zellyse. Vierundzwanzig Stunden nach
Transfektion wurden radioaktive HA-JNK1 bzw. 2 Immunkomplex Kinasereaktionen in Gegenwart von γ-32P-
ATP durchgeführt. HA-JNK1- bzw. HA-JNK2-Aktivität ist durch Autoradiographie der in vitro Phosphorylie-
rung von GST-c-Jun dargestellt. HA-JNK1- bzw. 2-Aktivitäten wurden durch Phosphoimager basierte Quantifi-
zierung der GST-c-Jun Phosphorylierung ermittelt.
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Wie in Abbildung 4.12 gezeigt ist, konnte die Expression von LMP1 einen 21,9 fachen An-
stieg der HA-JNK2-Aktivität bewirken, während die HA-JNK1-Aktivität um das 13,2 fache
induziert wurde. Als Positiv-Kontrollen wurden weitere bekannte Aktivatoren der JNKs, wie
CD40 (Berberich et al., 1996), MEKK1 (Yan et al., 1994) und UV-Strahlung (Derijard et al.,
1994) gewählt. Wie erwartet konnte sowohl die konstitutiv aktive LMP1:CD40-Chimäre
(Gires et al., 1997; Kieser et al., 1999), MEKK1 als Mitglied der MAPKKK-Familie und UV-
Strahlung als zellulärer Streßfaktor beide JNK-Homologe aktivieren. Mit der Ausnahme von
UV-Strahlung wurde HA-JNK2 in dem gezeigten Versuch durch alle Faktoren stärker indu-
ziert als HA-JNK1. Diese relativen Unterschiede in der Aktivierungintensität von JNK1 und
JNK2 konnten jedoch in anderen Versuchen nicht bestätigt werden (Ergebnisse nicht gezeigt),
während jedoch eine absolute Aktivierung beider JNK-Moleküle durch die genannten Fakto-
ren immer beobachtet werden konnte. Die Differenzen der Aktivierungsintensität beruhen






























Abb. 4.13: LMP1-vermittelte Phosphorylierung von HA-JNK1 und HA-JNK2. HEK 293-Zellen wurden
transient mit 1,0 µg HA-JNK1 bzw. HA-JNK2 zusammen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden wie
angezeigt transfiziert: 1,0 µg LMP1wt oder 1,0 µg LMP1:CD40. Die Negativ-Kontrolle (-) wurde mit 1,0 µg
Lachsspermien-DNA transfiziert. Der Immunoblot zeigt die Phosphorylierung von HA-JNK1 und HA-JNK2
durch einen phosphospezifischen α-JNK-Antikörper. Unterer Immunoblot: Expression von HA-JNK1 und HA-
JNK2.
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In Abbildung 4.13 ist gezeigt, daß die Induktion von HA-JNK1 und HA-JNK2 auch mit Hilfe
des α-Phospho-JNK-Antikörpers in Zellysaten vor der Immunpräzipitation nachgewiesen
werden konnte. Bei gleicher HA-JNK1 bzw. HA-JNK2-Expression (Abb. 4.13 unten), ist
nach Koexpression von LMP1 und LMP1:CD40 eine starke Induktion der JNK-
Phosphorylierung zu beobachten. Die Bande, die unterhalb des phosphorylierten HA-JNK2
im Immunoblot zu erkennen ist, repräsentiert vermutlich phosphoryliertes endogenes JNK2,
das im SDS-Gel schneller als das größere HA-JNK2 läuft. Diese Ergebnisse zeigten zum er-
sten Mal, daß JNK2 durch LMP1 aktiviert werden kann.
4.3.3. Charakterisierung der JNK2-Aktivierungsdomäne von LMP1
Es konnte u.a. in unserem Labor gezeigt werden, daß für die Aktivierung von JNK1 die
CTAR2-Domäne von LMP1 essentiell ist (Kieser et al., 1997; Eliopoulos und Young, 1998).
Eine genauere Mutationsanalyse ergab, daß die Aminosäuren 379 bis 384 in CTAR2 für die
JNK1-Induktion verantwortlich sind (s. Abb. 1.1) und daß allein durch Mutation der Ami-
nosäure Tyrosin 384 diese Induktion stark reduziert wird (Kieser et al., 1999). In Analogie
dazu wurde untersucht, welche Bereiche des LMP1 C-Terminus die Aktivierung von JNK2
vermitteln. In transienten JNK-Kinaseversuchen wurden LMP1-Mutanten hinsichtlich ihres
Aktivierungspotentials auf HA-JNK1 und HA-JNK2 untersucht (Abb. 4.14).
Wie erwartet hatte die Mutation des PxQxT-Motives keinen Einfluß auf die Induktion von
HA-JNK1 durch LMP1, während die Y384G Mutation zu einer starken Reduktion führte. Die
Doppelmutante LMP1(PQTAAA/Y384G) wurde in diesem Versuch als Nullwert gewählt,
da sie, wie in unserem Labor gezeigt wurde, keine JNK1-Aktivierung mehr vermitteln kann
(Kieser et al., 1999). Bezüglich dieser Mutante bewirkte LMP1 Wildtyp eine 4,5 fache In-
duktion der HA-JNK2-Aktivtität. Die Mutation von Y384 in CTAR2 führte zu einer fast voll-
ständigen Reduktion dieser Aktivierung, vergleichbar mit der von HA-JNK1. Eine Mutation
in CTAR1 hatte auf HA-JNK2-Induktion nur eine sehr schwache Auswirkung. Die Induktion
war um ca. 15 % geringer als die durch LMP1 Wildtyp vermittelte Aktivierung. Die Ergeb-
nisse zeigen, daß JNK2-Induktion durch LMP1 im Wesentlichen dem Muster von JNK1 folgt.
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Abb. 4.14: Charakterisierung der LMP1-Domänen, die an der Aktivierung von JNK2 beteiligt sind. HEK
293-Zellen wurden transient mit 1,0 µg HA-JNK1 bzw. HA-JNK2 zusammen mit den entsprechenden Expressi-
onsplasmiden wie angezeigt transfiziert: 1,0 µg LMP1wt, 1,0 µg LMP1(PQTAAA), 1,0 µg LMP1(Y384G)
oder 1,0 µg LMP1(PQTAAA/Y384G). Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden radioaktive Im-
munkomplex Kinasereaktionen durchgeführt. Die Aktivitäten von HA-JNK1 und HA-JNK2 sind durch Autora-
diographie des in vitro phosphorylierten GST-c-Jun dargestellt. Die Induktion von HA-JNK1 bzw. HA-JNK2
durch LMP1wt und LMP1-Mutanten sind nach Phosphoimager-basierter Quantifizierung relativ zu
LMP1(PQTAAA/Y384G) angegeben.
4.3.4. Konstruktion von dominant-negativen JNK1 und JNK2-Mutanten
Für Untersuchungen von Signalwegen werden oft dominant-negative Formen von Signalmo-
lekülen verwendet. Durch die Überexpression dieser dominant-negativen Mutanten wird der
Effekt des unterschüssigen endogenen Wildtyp-Moleküls durch Kompetition aufgehoben. Die
Verwendung dominant-negativer Signalmoleküle ermöglicht eine Unterbrechung der Signal-
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weiterleitung in Signalkaskaden. Sie sind somit ein wichtiges Werkzeug bei der Identifikation
neuer Signalfaktoren und deren Einordnung in das verzweigte Netz der Signaltransduktion.
Bisher entwickelte potentiell dominant-negative JNK-Mutanten basierten auf einer Mutation
innerhalb der Aktivierungsdomäne (s. Abb. 4.15). Die Aktivierungsdomäne beinhaltet ein für
MAPKs charakteristisches Thr-X-Tyr-Motiv, das im Zuge der JNK-Aktivierung von
MAPKKs phosphoryliert wird. Durch Mutation dieses Motivs soll JNK in eine nicht mehr
aktivierbare Form überführt werden. Versuche in unserem Labor zeigten jedoch, daß derartig
konstruierte JNK1-Mutanten allein durch Überexpression, unabhängig von sonstigen Aktiva-
toren, konstitutiv aktiv waren (Arnd Kieser, persönliche Mitteilung). Der Grund für dieses
Verhalten liegt in der immer noch funktionalen Kinasedomäne. Da eine Mutation der Aktivie-
rungsdomäne offensichtlich nicht zu einer dominant-negativen JNK-Variante führt, sollte dies
durch Einführung einer anderen Mutation erreicht werden. Um Substrate phosphorylieren zu
können, besitzen Kinasen in ihrer katalytischen Domäne eine ATP-Bindestelle. Ein konser-
viertes Aspartat-Phenylalanin-Glycin (DFG) Sequenzmotiv, das in cAMP-abhängigen Protein
Kinasen (PKAs) identifiziert wurde (Buechler und Taylor, 1988; Zheng et al., 1993), ist für
die Bindung von Mg2+ verantwortlich und somit an der ATP-Bindung von Kinasen beteiligt.
Durch Sequenzanalyse wurden hier die Aminosäuren 169 bis 171 als potentielles DFG-Motiv
in JNK1 und JNK2 identifiziert. Dieses konservierte Motiv sollte nun mutiert und der Einfluß











































Abb. 4.15: Schematische Darstellung der JNK-Domänen und der hier klonierten HA-JNK-Konstrukte.
Die Mitglieder der MAPK-Familie JNK1 und JNK2 sind auf DNA-Ebene zu 83 % identisch. Das JNK2-Protein
(424 As) ist aufgrund eines verlängerten N-Terminus größer als das JNK1-Protein (385 As). Die Bindestelle für
das Substrat c-Jun ist zwischen den As 30 und 60 lokalisiert. Das potentielle DFG-Motiv der ATP-Bindestelle,
das für die Mg2+-Bindung zuständig ist, umfaßt die As 169 bis 171. Das für MAPKs charakteristische Aktivie-
rungsmotiv Threonin-X-Tyrosin (As 183-185) wird durch MAPK-Kinasen (z.B. SEK1) phosphoryliert, was zur
Aktivierung von JNK1 und JNK2 führt. Unten sind die Hämagglutinin (HA)-Epitop fusionierten JNK1 und
JNK2-Konstrukte und die Mutanten HA-JNK1(D169A) und HA-JNK2(D169A) gezeigt, die in ihrem DFG-
Motiv mutiert sind. Das schwarze Dreieck markiert die über PCR eingeführte Mutation.
Mit Hilfe der „overlap-Extension-PCR“ Methode (Ho et al., 1989; Horton et al., 1989) wurde
das DFG-Motiv in HA-JNK1 und HA-JNK2 durch Austausch des Aspartatrestes gegen ein
Alanin zu AFG mutiert (Abb. 4.15 und Material und Methoden). Die daraus resultierenden
Mutanten HA-JNK1(D169A) und HA-JNK2(D169A) wurden zunächst auf ihre Kinaseakti-
vität hin in einem radioaktiven Immunkomplex Kinaseversuch untersucht. Dazu wurden Ex-
pressionsplasmide für HA-JNK1 und 2 Wildtyp bzw. HA-JNK1(D169A) und
HA-JNK2(D169A) zusammen mit LMP1 bzw. LMP1∆194-386 transient in HEK 293 transfi-
ziert und die immunpräzipitierten HA-JNK Varianten anschließend mit GST-c-Jun als Sub-
strat in einer Kinasereaktion getestet. Abbildung 4.16 zeigt, daß die Überexpression der
Wildtyp HA-JNK Varianten in einer geringen JNK1- und JNK2-Aktivität resultiert, die durch
Koexpression von LMP1 Wildtyp wesentlich verstärkt wurde. Die Aktivität von HA-JNK2
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durch LMP1-Koexpression stieg um den Faktor 4,0, die von HA-JNK1 um 2,4. Bei Koex-
pression von LMP1 mit HA-JNK1(D169A) oder HA-JNK2(D169A) konnte keine Phospho-
rylierung von GST-c-Jun mehr nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis zeigt, daß die Mutati-
on des DFG-Motivs zu Kinase-inaktiven JNK1- und JNK2-Mutanten führt, die in Folge des-








































































1,0 1,0 - - 2,4 4,0 - - HA-JNK-AktivitätQuantifizierung
LMP1∆194-386 LMP1wt
Abb. 4.16: HA-JNK1(D169A) und HA-JNK2(D169A) besitzen keine Kinaseaktivität. HEK 293-Zellen wur-
den transient mit 1,0 µg LMP1∆194-386 bzw. LMP1wt zusammen mit den entsprechenden Expressionsplasmi-
den wie angezeigt transfiziert: 1,0 µg HA-JNK1, 1,0 µg HA-JNK2, 1,0 µg HA-JNK1(D169A) oder 1,0 µg HA-
JNK2(D169A). JNK-Aktivtitäten sind durch Autoradiographie des in vitro phosphorylierten GST-c-Jun darge-
stellt. HA-JNK-Aktivtitäten wurden auf die JNK- und LMP1-Expression angeglichen (s. Material und Metho-
den).
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4.3.5. Inhibition von LMP1-induzierter AP-1-Aktivtität durch dominant-negative HA-
JNK1 und HA-JNK2-Mutanten
Wenn LMP1 den Transkriptionsfaktor AP-1 über JNK1 und JNK2 induziert, sollten funktio-
nale dominant-negative JNK-Mutanten die durch LMP1 induzierte AP-1-abhängige Tran-
skription blocken können. Um die klonierten HA-JNK1(D169A) und HA-JNK2(D169A)
Mutanten auf ihre Funktionalität zu überprüfen, wurden sie zusammen mit einem LMP1-
Expressionsplasmid und einem AP-1 Luziferase-Reportergenkonstrukt (pRTU14) transient in
HEK 293-Zellen transfiziert. Dieses Reportergenkonstrukt besitzt ein Luziferasegen unter der
Kontrolle eines Minimalpromotors und vier AP-1-Bindestellen. Vierundzwanzig Stunden




















































Abb. 4.17: Inhibition von LMP1-induzierter AP-1-Aktivtität durch HA-JNK1(D169A) und HA-
JNK2(D169A). 50 ng AP-1 Reporterplasmid pRTU14 (4xTRE-Luziferase Plasmid) und 50 ng β-Galaktosidase-
Expressionsplasmid wurden mit den entsprechenden Expressionsplasmiden wie angegeben in HEK 293-Zellen
transfiziert: 1,0 µg der inaktiven LMP1∆194-386 Deletionsmutante bzw. 1,0 µg LMP1wt zusammen mit 1,0 µg
HA-JNK1(D169A), HA-JNK2(D169A) oder SEK1(S220A/T224L). Die dominant-negative Mutante
SEK1(S220A/T224L) diente als Kontrolle. Nach 24 h wurden die Luziferase-Aktivtitäten als Maß für die AP-1-
Induktion gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus zwei Experimenten. Die AP-1-
Aktivtität (y-Achse) ist in relativen Einheiten angegeben und wurde auf die β-Galaktosidase-Expression angegli-
chen (s. Material und Methoden).
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Die Auswertung der Luziferase-Werte ergab, daß die Expression von LMP1 zu eine Induktion
der AP-1-Aktivtität führt, die durch Koexpression beider JNK-Mutanten inhibiert wird (Abb.
4.17). Die Luziferaseaktivität als Maß der AP-1-Aktivtität ist nach Koexpression von LMP1
mit HA-JNK1(D169A) und HA-JNK2(D169A) auf bzw. unter dem Basisniveau der Koex-
pression mit LMP1∆194-386, das kein Signaltransduktionspotential besitzt. Als Positiv-
Kontrolle wurde eine dominant-negative SEK1-Mutante, SEK1(S220A/T224L), kotransfi-
ziert. SEK1 ist eine Kinase, die JNK1 phosphorylieren und somit aktivieren kann und deren
dominant-negative Mutante erwiesenermaßen LMP1-induzierte AP-1-Aktivtität blockt
(Kieser et al., 1997). Wie erwartet, inhibiert auch die SEK1-Mutante die durch LMP1 indu-
zierte AP-1-Aktivtität. Diese Ergebnisse belegen eindeutig den dominant-negativen Effekt
von HA-JNK1(D169A) und HA-JNK2(D169A). Damit konnte erstmals auf direktem Weg
eine Rolle von JNK1 und JNK2 in der AP-1-Induktion durch LMP1 gezeigt werden. Mit Hilfe
dieser dominant-negativen JNK-Mutanten kann nun in der Zukunft die Rolle von JNK1 und
JNK2 in der Signaltransduktion und Biologie von LMP1 näher charakterisiert werden.
4.4. Untersuchungen zum Einfluß der LMP1-Aktivtität auf das p53 Tumor-
suppressorprotein
Das p53 Tumorsuppressorprotein ist ein Transkriptionsfaktor (Kern et al., 1991), der in Folge
unterschiedlicher zellulärer Streßbedingungen, wie z.B. DNA-Schädigung, aktiviert wird
(Fritsche et al., 1993) und zu Zellzyklus-Arrest oder Apoptose führt (Canman et al., 1995).
Aufgrund seiner biologischen Funktion bekam das p53 Protein das Attribut „Wächter des Ge-
noms“ verliehen. Störungen des p53 Signalweges sind bei einer großen Anzahl menschlicher
Krebserkrankungen zu beobachten (Harris, 1996). Da p53 eine wichtige Rolle bei der Regu-
lation der Zellproliferation spielt, muß die Aktivität von p53 für normales Wachstum und
Entwicklung eines Organismus streng kontrolliert werden. Die Funktion von p53 wird durch
verschiedene Mechanismen reguliert, wobei die Regulation der Proteinstabilität im Vorder-
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grund steht. Einer der wichtigsten Faktoren, die den Abbau von p53 regulieren, ist das Protein
Mdm2. Mdm2 bindet an einen definierten Abschnitt von p53 (As 17-27), blockiert somit die
Transkriptions-Aktivierungsdomäne und bewirkt gleichzeitig die Ubiquitinierung mit an-
schließendem Proteasomen-vermittelten Abbau (Prives, 1998). Änderungen des Phosphorylie-
rungsstatus von p53 können vermutlich die Mdm2-Affinität und somit die p53-Stabilität be-
einflussen (Shieh et al., 1997). p53 ist darüber hinaus ein häufiges Ziel viraler Proteine. Viele
Viren haben spezifische Strategien entwickelt, um p53-induzierte Apoptose zu inhibieren.
Eine Inaktivierung von p53 wird von viralen Onkoproteinen, wie z.B. dem Simian Virus 40
T-Antigen, dem Adenovirus E1B 55K und dem humanen Papillomavirus E6 Protein bewirkt
(Levine, 1997). Für EBV wurde bisher keine derartige Regulation des p53 Proteins gezeigt. In
dem folgenden Teil meiner Arbeit stehen Untersuchungen zum Einfluß von LMP1 auf das
Tumorsuppressorprotein p53 im Vordergrund.
4.4.1. Die Induktion von NGF-R:LMP1-Aktivtität in B-Zellen führt zu einem Abbau
von p53 Protein
Erste Hinweise auf einen möglichen Einfluß von LMP1 auf das p53 Protein lieferten die in
Abschnitt 4.2 beschriebenen Untersuchungen zur Änderung des Phosphorylierungsmusters in
Folge von NGF-R:LMP1-Aktivtität. Im Rahmen dieser Versuche wurde auch ein phos-
phospezifischer p53-Antikörper verwendet, der nur ein an Serin 15 phosphoryliertes p53 de-
tektieren kann.
Wie in Abbildung 4.18A gezeigt, ist nach 30 minütiger Stimulierung der NGF-R:LMP1-
Aktivtität in B64-19/3-Zellen keine p53-Phosphorylierung im Immunoblot mehr nachweisbar.
Zur Kontrolle wurde das Expressionsniveau von p53 im Immunoblot analysiert. Überraschen-
derweise war 30 Minuten nach Induktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität kein p53 Protein mehr
zu detektieren. Dieser offensichtliche Einfluß von LMP1 auf die Expression des p53 Proteins



















+ 30 min Sekundärantikörper
Abb. 4.18: Eliminierung von p53 Protein nach Induktion von NGF-R:LMP1-Aktivtität in B64-19/3-Zellen.
(A) und (B): Achtundvierzig Stunden vor NGF-R:LMP1-Aggregation wurden B64-19/3-Zellen, aus der WI-38
Fibroblasten-Kokultur entnommen und auf eine Zelldichte von 105 Zellen/ml eingestellt. Anschließend wurden
die Zellen wie beschrieben stimuliert. (A) p53-Phosphorylierung 30 min nach Zugabe des Sekundärantikörpers.
Immunoblot mit einem phosphospezifischen Antikörper, der nur das an Serin 15 phosphorylierte p53 Protein
detektiert. (B) p53-Expression 30 min nach Zugabe des Sekundärantikörpers. Immunoblot mit α-p53-Antikörper
(PAb 1801).
Zunächst wurde der zeitliche Verlauf der Verringerung des p53 Proteinniveaus durch
NGF-R:LMP1-Aktivtität untersucht. Dazu wurde NGF-R:LMP1 in B64-19/3-Zellen zunächst
unterschiedlich lang stimuliert und anschließend  die p53-Expression im Immunoblot analy-
siert. In Abbildung 4.19B ist ein deutlicher Abbau des p53 Proteins zehn Minuten nach Zuga-
be des Sekundärantikörpers zu erkennen, der auch nach 120 Minuten unverändert blieb. Die-
selben Zellysate wurden unter Verwendung des phosphospezifischen p53-Antikörpers analy-
siert. Wie aufgrund des gezeigten p53-Abbaus zu erwarten war, konnte auch keine phospho-
rylierte Form des p53 Proteins nachgewiesen mehr werden. Um sicherzustellen, daß dieser
beobachtete Abbaueffekt spezifisch für das p53 Protein ist, wurde in einem weiteren Immu-










































+ 30 min Sekundärantikörper
Abb. 4.19: Degradationskinetik des p53 Proteins nach Induktion von NGF-R:LMP1-Aktivtität in B64-
19/3-Zellen. Stimulierung des konditionalen NGF-R:LMP1 erfolgte wie beschrieben. (A) Vergleich von zwei
α-p53-Antikörpern. Um die im linken Immunoblot gekennzeichnete Bande («) eindeutig als p53-spezifische
Bande definieren zu können, wurde dasselbe Zellysat mit einem weiteren α-p53-Antikörper (PAb 1801) analy-
siert. Die untere Bandes das DO-1 Immunoblots ist höchstwahrscheinlich eine unspezifische Hintergrundbande,
was auch durch Immunoblots mit weiteren p53 spezifischen Antikörpern bestätigt wurde (Daten nicht gezeigt).
(B) Degradationskinetik von p53 in Abhängigkeit von NGF-R:LMP1-Aktivtität. Nach den angegebenen Zeitin-
tervallen wurden die stimulierten Zellen lysiert und die Proteine durch 12,5 % SDS-PAGE aufgetrennt. Als Ne-
gativ-Kontrolle (-) wurde ein Teil der Zellen nur mit α-NGF-R-Antikörper behandelt und somit NGF-R:LMP1-
Aktivtität nicht induziert. Bereits nach 10 min ist das gesamte p53 Protein in den Zellen abgebaut und es ist nur
noch die unspezifische Bande zu sehen. Als Kontrolle wurde die Expression von p38 MAPK im Immunoblot
analysiert, dessen Expression über die gesamte Zeitspanne konstant bleibt. (C) p53-Abbau 1, 5 und 10 min nach
Zugabe des Sekundärantikörpers.
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Um den Zeitpunkt des p53-Abbaus nach Induktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität genauer
festlegen zu können, wurden in einem weiteren Versuch kürzere Stimulierungszeiten gewählt.
Abbildung 4.19C zeigt, daß der Abbau des p53 Proteins sehr rasch nach Zugabe des Sekun-
därantikörpers erfolgt und p53 bereits nach fünf Minuten nicht mehr im Immunoblot nach-
weisbar ist. Die Tatsache, daß das p53 Protein derart schnell nach NGF-R:LMP1-Aktivierung
aus der Zelle eliminiert wird, spricht für einen direkten Signalweg von LMP1 zu p53, der
nicht über die Regulation der p53 Transkription/Translation läuft. Für einen direkten Signal-
weg sprechen auch Ergebnisse aus transienten Versuchen, in denen p53 nicht von seinem en-
dogenen Promotor exprimiert wird und die Eliminierung von p53 somit nicht durch Regulati-
on des p53-Promotors verursacht werden kann (s. Abschnitt 4.4.3.).
Für die hier beschriebenen Versuche wurde ein α-p53-Antikörper (DO-1) verwendet, der im
Immunoblot eine unspezifische Bande aufweist, deren Laufhöhe wenig unterhalb der spezifi-
schen p53-Bande liegt. Um zu zeigen, daß es sich tatsächlich um eine unspezifische Hinter-
grundbande handelt, wurde daher das p53 Protein von Zellysaten vor und nach Induktion der
NGF-R:LMP1-Aktivtität mit insgesamt vier verschiedenen α-p53-Antikörpern detektiert
(DO-1 und PAb 1801 s. Abb. 4.19A). Die unspezifische Bande war lediglich mit dem Anti-
körper DO-1 zu sehen. Bei der zusammen mit der p53-Bande erscheinenden untersten Bande
(Abb. 4.19 B und C) handelt es sich vermutlich um ein Abbauprodukt von p53, das auch in
anderen Versuchen (Abb. 4.20 und 4.24) zu beobachten war.
4.4.2. NGF-R:LMP1-Aktivtität bewirkt den Abbau von p53 Protein auch in Anwesen-
heit p53-stabilisierender Faktoren
Die Regulation der p53-Aktivtität erfolgt hauptsächlich über dessen Stabilität (Maki et al.,
1996; Brown und Pagano, 1997). In normal wachsenden Zellen ist die Halbwertstzeit von p53
auf ca. 30 min beschränkt, während zellulärer Streß oder DNA-schädigende Substanzen wie
UV-Strahlung zu einem Anstieg der Halbwertszeit auf mehrere Stunden führt (Maltzman und
Czyzyk, 1984). Um zu testen, ob UV-Strahlung trotz LMP1-Signalaktivität den Abbau von
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p53 induzieren kann, wurden B64-19/3-Zellen gleichzeitig mit UV bestrahlt und
NGF–R:LMP1 stimuliert. 30 Minuten nach UV-Bestrahlung war in den unstimulierten Zellen
ein Anstieg der p53 Proteinmenge im Immunoblot zu beobachten, der durch eine p53-
Stabilisierung zu erklären ist. Trotz UV-Bestrahlung wurde jedoch das p53 Protein nach In-
duktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität abgebaut (Abb. 4.20). Die Zugabe des α-Maus IgG Se-
kundärantikörpers zur Quervernetzung und die UV-Bestrahlung erfolgten gleichzeitig 30 Mi-
nuten vor der Zellyse. Offensichtlich ist das LMP1-Signal, das zum Abbau des p53 Proteins
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Abb. 4.20: Die Degradation von p53 durch NGF-R:LMP1-Aktivtität ist dominant über die p53-
Stabilisierung durch UV-Strahlung. B64-19/3 Zellen wurden wie beschrieben stimuliert. Immunoblot mit
α-p53-Antikörper (DO-1). Die UV-Stimulierung erfolgte durch 50 mJ UV-Bestrahlung in einem Stratalinker
(Stratagene) 30 min vor der Zellyse.
4.4.3. Transiente Expressionsanalyse von HA-p53 Wildtyp und HA-p53∆I
in HEK 293-Zellen
Der Effekt von LMP1 auf die p53-Stabilität und der Mechanismus des Abbaus sollte im Fol-
genden genauer untersucht werden. Dazu wurde zusätzlich zum p53 Wildtyp Protein eine
p53∆I-Mutante verwendet, deren Mdm2-Bindedomäne deletiert ist (Abb. 4.21). Die Deletion
dieser Region verhindert die Interaktion von p53 mit Mdm2, ohne dabei andere Funktionen
von p53, wie z.B. Transkriptionsaktivierung, zu beeinflussen (Marston et al., 1994).
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Mit Hilfe dieser p53∆I-Mutante sollte eine potentielle Beteiligung von Mdm2 an dem durch
NGF-R:LMP1-Aktivtität induzierten Abbau getestet werden. Sowohl p53 Wildtyp als auch
die p53∆I-Mutante wurden an ihrem N-terminalen Ende mit einem Hämagglutinin (HA)-
Epitop fusioniert, um eine Unterscheidung von endogenem p53 Protein zu ermöglichen. Die
HA-p53-Konstrukte wurden in Zusammenarbeit mit Thomas Müller kloniert (s. Material und
Methoden).
TD SH3 DBD OD RDN C
Mdm2
TD Transaktivierunsdomäne (1-50)
SH3 Prolin-reiche Domäne (63-97)
DBD DNA-Bindedomäne (102-292)
OD Oligomerisierungsdomäne (323-356)




Abb. 4.21: Schematische Darstellung der p53-Proteindomänen und der hier klonierten HA-p53-
Konstrukte. Das 393 Aminosäure große p53 Protein umfaßt fünf charakteristische funktionale Domänen. Die
Transaktivierungsdomäne (TD) beinhaltet Bindestellen für Faktoren der Transkriptionsmaschinerie und für
Mdm2 (As 13-19). Die SH3-Domäne enthält fünf prolinreiche SH3-Bindemotive und ist für p53-abhängige
Apoptose essentiell. Die DNA-Bindedomäne (DBD) ist verantwortlich für die Erkennung und Bindung an die
p53-Bindemotive der DNA. Sie ist außerdem die Region, in der 80-90 % der in Tumoren auftretenden Mutatio-
nen kartiert sind. Die Oligomerisierungsdomäne (OD) ist notwendig für die Tetramerisierung, die für p53-
Aktivtität notwendig ist. Die regulatorische Domäne (RD) wird auch als „allosterische Kontrollregion“ bezeich-
net und ist an wichtigen Konformationsänderungen zur Aktivierung von p53 beteiligt (Übersichtsartikel May
und May, 1999). Unterer Teil: Schematische Darstellung von HA-p53 und HA-p53∆I. HA: Hämagglutinin-
Epitop. Zahlenangaben veranschaulichen die jeweiligen Aminosäuren des p53 Proteins.
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Die Expression dieser HA-p53 Moleküle wurde im Immunoblot und mit Hilfe einer Immun-
fluoreszenzanalyse nachgewiesen. Im Immunoblot wurde das HA-p53 Wildtyp und das HA-
p53∆I Protein mit dem α-HA-Antikörper 12CA5 detektiert (Abb. 4.22A). Wie erwartet, ist
HA-p53∆I aufgrund der Deletion etwas kleiner als HA-p53 Wildtyp und läuft im SDS-Gel
deshalb unterhalb von HA-p53 Wildtyp. Für die Detektion von HA-p53 und HA-p53∆I durch
Immunfluoreszenz wurden Expressionsplasmide der beiden Konstrukte transient in HeLa-
Zellen transfiziert. Diese Zelllinie eignet sich für die Immunfluoreszenz-Mikroskopie besser
als HEK 293-Zellen, da aufgrund der flachen Zellmorphologie eine eindeutige Unterschei-
dung von Zellkern und Zytoplasma möglich ist. Vierundzwanzig Stunden nach der Transfek-
tion wurde die subzelluläre Lokalisation von HA-p53 und HA-p53∆I mit Hilfe eines Antikör-
pers gegen das HA-Epitop und eines Fluorescein (FITC)-gekoppelten Sekundärantikörpers
analysiert. Somit wurden nur die HA-fusionierten Proteine, nicht aber endogenes p53 Protein,
detektiert. Wie in Abbildung 4.22B zu sehen ist, ist die Lokalisation von HA-p53 und HA-
p53∆I fast ausschließlich auf den Zellkern beschränkt. Beide Proteine sind im Nukleoplasma,
jedoch nicht in den Nukleoli zu finden, was mit früheren Beobachtungen übereinstimmt
(Lohrum und Vousden, 2000).
Auffällig war eine Akkumulation von HA-p53∆I an der Kernmembran, was sich in einer ring-
förmigen Fluoreszenz zeigte. Diese Beobachtung beruht möglicherweise auf der Blockierung
des Mdm2-vermittelten p53-Abbaus dieser Mutante. Für den Proteasomen-gebundenen p53-
Abbau ist dessen Transport aus dem Kern ins Zytoplasma notwendig. Da Mdm2 an diesem
Transportmechanismus ebenfalls beteiligt ist (Tao und Levine, 1999), wird HA-p53∆I mögli-
cherweise nicht mehr bzw. ineffizienter aus dem Kern transportiert und akkumuliert daher an
der Kernmembran. Die Resultate zeigen, daß HA-p53 und HA-p53∆I exprimiert werden und
trotz des HA-Epitops eine normale Lokalisation im Kern aufweisen.
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Abb. 4.22: Expression von HA-p53 Wildtyp und der HA-p53∆I Mutante. (A) Nachweis im Immunoblot.
1,0 µg pRK5-HA-p53wt oder 1,0 µg pRK5-HA-p53∆I wurden transient in HEK 293-Zellen transfiziert. Nach
24 h wurden die Zellen lysiert und die Proteine durch 12,5 % SDS-PAGE aufgetrennt. Anschließend wurde die
Expression von HA-p53 und HA-p53∆ I im Immunoblot durch den α-HA-Antikörper 12CA5 detektiert.
(B) Nachweis durch Immunfluoreszenz-Analyse. HeLa Zellen wurden transient mit 1,0 µg pRK5-HA-p53wt
oder 1,0 µg pRK5-HA-p53∆I transfiziert. Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fi-
xiert und im Immunfluoreszenz-Mikroskop analysiert (s. Material und Methoden). HA-p53wt und HA-p53∆I
wurden mit Hilfe eines Antikörpers, der gegen das HA-Epitop gerichtet ist und einem FITC-gekoppeltem Se-
kundärantikörper nachgewiesen. oben: HA-p53wt. unten: HA-p53∆I. Links ist jeweils die Immunfluoreszenz-
Aufnahme gezeigt. Die mittlere Aufnahme zeigt dieselben Zellen durch Phasenkontrast-Lichtmikroskopie, wäh-






























4.4.4. NGF-R:LMP1-Aktivtität vermittelt den Abbau von HA-p53 und HA-p53∆I in
HEK 293-Zellen
Im folgenden Versuch wurde der Abbau von HA-p53 Wildtyp und HA-p53∆I in Abhängig-
keit von NGF-R:LMP1-Aktivtität untersucht (in Zusammenarbeit mit T. Müller). Dazu wur-
den HA-p53 oder HA-p53∆I zusammen mit NGF-R:LMP1 transient in HEK 293-Zellen ex-
primiert. Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurde NGF-R:LMP1-Aktivtität wie
beschrieben für 30 Minuten stimuliert (s. auch Abb. 4.9 in Abschnitt 4.2.). Der Kontroll-
Ansatz wurde nur mit α-NGF-R-Antikörper behandelt. Die Zellen wurden lysiert und die
Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt. Abbildung 4.23 zeigt das Ergebnis im Immunoblot
links durch Detektion mit dem α-HA-Antikörper 12CA5 und rechts mit dem α-p53-
Antikörper PAb 240. Dreißig Minuten nach Zugabe des Sekundärantikörpers ist ein deutlicher
Abbau sowohl von HA-p53 Wildtyp als auch von HA-p53∆I zu beobachten. Obwohl das Ex-
pressionsniveau von HA-p53∆I vor Stimulierung sogar noch höher als das des Wildtyp-
Proteins war, konnte im Immunoblot kein Protein der Mutante nach Stimulierung mehr nach-
gewiesen werden, während HA-p53 noch schwach zu detektieren war. Dieses Resultat zeigt,
daß der LMP1-vermittelte Abbau von p53 in HEK 293-Zellen auf einem Mdm2-
unabhängigen Weg erfolgt. Die Deletion der Mdm2-Bindestelle hatte offensichtlich keinen
stabilisierenden Einfluß auf das p53 Protein. Das erhöhte Expressionsniveau der Mutante vor
Stimulierung ist möglicherweise wieder auf einen verminderten Abbau aufgrund fehlender
Mdm2-Interaktion zurückzuführen. Die untere Bande des HA-markierten p53 Wildtyp-
Proteins ist vermutlich ein Abbauprodukt, das auch schon in vorhergehenden Versuchen
(Abb. 4.19-4.20) zu beobachten war. Dieses natürliche Abbauprodukt war nur bei HA-p53
Wildtyp zu beobachten, nicht jedoch bei HA-p53∆I. Möglicherweise ist das Fragment ein
Produkt der Mdm2-vermittelten Degradation und kann deshalb nach Deletion der Mdm2-
Bindestelle nicht mehr entstehen. Da es durch den α-HA-Antikörper stärker detektiert wird
als durch den α-p53-Antikörper, handelt es sich vermutlich um ein N-terminales p53-































































Abb. 4.23: Abbau von HA-p53 und HA-p53∆I nach Induktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität in HEK 293-
Zellen. 1,0 µg NGF-R:LMP1 wurde zusammen mit 1,0 µg pRK5-HA-p53wt oder 1,0 µg pRK5-HA-p53 ∆I tran-
sient in HEK 293-Zellen transfiziert. Zur Kontrolle wurde 1,0 µg pRK5 als Leervektor transfiziert. Die Aggre-
gation der NGF-R:LMP1-Fusionsproteine erfolgte durch Zugabe von 25 µl α-NGF-R-Antikörper (Kulturüber-
stand aus einer Hybridom-Zelllinie) in das Zellkulturmedium für 1 h und anschließender Zugabe von 5 µg/ml
Zweitantikörper für 30 min. Als Negativ-Kontrolle wurden die Zellen nur 1 h mit α-NGF-R-Antikörper behan-
delt, was für eine Induktion der LMP1-Signalaktivität nicht ausreicht. Die Expression von HA-p53 und
HA-p53∆I vor und nach Zugabe des Sekundärantikörpers wurde im Immunoblot nachgewiesen. Links: α-HA-
Antikörper. Rechts: α-p53-Antikörper (PAb 240).
Durch die Verwendung des α-p53-Antikörpers in der rechten Abbildung kann ebenfalls das
endogene p53 Protein detektiert werden, das aufgrund der geringeren Größe unterhalb der
HA-Varianten zu erkennen ist. Auch hier ist ein Abbau von p53 in Folge von NGF-R:LMP1-
Aktivtität zu erkennen. Die Ergebnisse zeigen, daß NGF-R:LMP1-Aktivtität in HEK 293-
Zellen eine Degradation des p53 Proteins durch einen Mdm2-unabhängigen Weg vermittelt.
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5. Diskussion
Das Latente Membranprotein 1 (LMP1) spielt eine zentrale Rolle bei der Immortalisierung
von B-Lymphozyten durch EBV. LMP1 ist ein virales Onkogen, das Zellproliferation indu-
ziert und Apoptose inhibiert. Die Expression von LMP1 resultiert in Änderungen des zellulä-
ren Phänotyps, die durch Eingriffe in die zelluläre Signaltransduktion und somit in die Regu-
lation von Genen, ausgelöst werden. Bisher identifizierte Signalwege, die durch LMP1 regu-
liert werden, umfassen die Aktivierung von NF-κB, JNK1/AP-1, JAK3/STAT und
p38 MAPK. Die Aufklärung der molekularen Mechanismen dieser Signalkaskaden war und
ist Ziel intensiver Forschung. Der momentane Stand der Untersuchungen reicht jedoch nicht
zur vollständigen Klärung der transformierenden Effekte von LMP1 aus. Für das bessere Ver-
ständnis der Rolle von LMP1 bei EBV-assoziierten Krebserkrankungen und eventuellen the-
rapeutischen Ansätzen ist eine möglichst vollständige Aufklärung der Signalmechanismen
dieses Onkogens wünschenswert.
Das Ziel meiner Arbeit war daher die Untersuchung von LMP1-abhängigen Signalwegen. Es
sollten neue Komponenten der bekannten Signalkaskaden bzw. neue LMP1-vermittelte Si-
gnalmechanismen identifiziert werden. Zu solchen Analysen eignet sich unter anderem die
Verwendung dominant-negativer Mutanten von Signalmolekülen, für die eine Funktion in der
LMP1 Signaltransduktion vermutet wird. Ein wichtiger Mechanismus der Signaltransduktion
ist die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von Signalmolekülen. Auf der Basis von
LMP1-abhängigen Phosphorylierungsänderungen sollten daher neue Funktionen von LMP1
aufgedeckt werden.
5.1. Die Rolle von TRAF6 in der Signaltransduktion von LMP1
Die Mitglieder der TRAF (Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierter Faktor) Familie
(TRAF1-6) spielen in Signalmechanismen, die zum Überleben und zur Proliferation von Zel-
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len führen und in zellulären Streßreaktionen eine wichtige Rolle (Übersichtsartikel: Arch et
al., 1998). Auch in der Signaltransduktion von LMP1 sind TRAF Proteine involviert und die
Bindung von TRAF1, 2, 3 und 5 an das PxQxT-Motiv in der CTAR1-Domäne von LMP1
konnte bereits nachgewiesen werden (Devergne et al., 1996; Brodeur et al., 1997; Sandberg et
al., 1997). Das TRAF2 Protein ist an den Signalwegen von CTAR1 und CTAR2 zu NF-κB
(Devergne et al., 1996; Kaye et al., 1996) und ebenfalls an der Aktivierung des p38 MAPK-
Signalweges beteiligt (Eliopoulos et al., 1999). TRAF1 kann in vitro LMP1-vermittelte
NF-κB-Aktivierung verstärken, während TRAF3 vermutlich inhibitorisch in diesen Signal-
weg eingreift (Devergne et al., 1996). Eine Rolle für TRAF5 in der Signaltransduktion von
LMP1 konnte bisher nicht nachgewiesen werden.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals TRAF6, ein weiteres Mitglied der TRAF Protein-
familie, als essentielles Signalprotein der Signaltransduktion von LMP1 identifiziert werden.
In früheren Untersuchungen wurde TRAF6 als Adaptorprotein in den Signalwegen von Re-
zeptoren der TNF-Rezeptor Familie und von Mitgliedern der Toll/Interleukin 1 (IL-1)-
Rezeptor Familie wie z.B. CD40, p75 NGF-R („nerve growth factor receptor“) oder IL-1-
Rezeptor charakterisiert (Inoue, 1997). LMP1 ist damit das bisher erste transformierende
Protein, für das eine Rolle von TRAF6 in der Signaltransduktion gezeigt werden konnte. Die
Ergebnisse dieser Arbeit erweitern damit auch das bekannte zellbiologische Wirkungsspek-
trum von TRAF6.
Die Expression von TRAF6 Wildtyp in HEK 293-Zellen allein resultierte in der Aktivierung
von p38 MAPK, NF-κB und JNK1. Diese Beobachtung beruht vermutlich auf einer Oligome-
risierung der überexprimierten TRAF6 Proteine über ihre C-terminale TRAF-Domäne, was
für die Aktivierung dieser Signalwege ohne extrazelluläre Stimuli ausreichend ist (Baud et al.,
1999). Die Beteiligung von TRAF6 in der Signaltransduktion von LMP1 ist jedoch auf be-
stimmte LMP1-vermittelte Signalwege beschränkt, was die Spezifität der TRAF6-Funktion
demonstriert. TRAF6 spielt in der Induktion von p38 MAPK die Schlüsselrolle, während es
im NF-κB Signalweg eher eine untergeordnete Funktion ausübt. Es konnte gezeigt werden,
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daß eine dominant-negative TRAF6-Mutante, deren RING-Finger Domäne deletiert ist,
LMP1-Aktivierung von p38 MAPK vollständig inhibiert (Abb. 4.1 und 4.2). Diese essentielle
Bedeutung von TRAF6 für die Induktion von p38 MAPK durch LMP1 konnte durch die Er-
gebnisse in TRAF6 -/- Zellen bestätigt werden. Nur nach Wiederherstellung des physiologi-
schen TRAF6 Proteinexpressionsniveaus durch Transfektion war eine substantielle
p38 MAPK-Aktivierung durch LMP1 in diesen Zellen möglich (Abb. 4.3). TRAF6 konnte
somit als wesentliche Komponente des Signalweges von LMP1 zu p38 MAPK identifiziert
werden.
Die dominant-negative TRAF6 Mutante konnte die Aktivierung von NF-κB durch LMP1 da-
gegen nur teilweise inhibieren (Abb. 4.6). Eine wahrscheinliche Erklärung für diese Beob-
achtung ist, daß andere TRAF Proteine die Hauptrolle in der NF-κB-Induktion durch LMP1
spielen. Vor allem TRAF2 vermittelt die NF-κB-Induktion durch LMP1 (Devergne et al.,
1996; Kaye et al., 1996). Die direkte Interaktion von TRAF2 mit NIK ist für die Signaltrans-
duktion von LMP1 zu NF-κB verantwortlich (Malinin et al., 1997; Sylla et al., 1998). Es ist
daher vorstellbar, daß z.B. die Interaktion von TRAF2 mit NIK in Anwesenheit von TRAF6
stabilisiert wird, wobei TRAF6 damit eine regulatorische Rolle übernehmen würde. Eine
weitere Möglichkeit ist, daß TRAF6 an einem alternativen Signalweg von LMP1 zu NIK be-
teiligt ist, der parallel zum bekannten TRAF2-abhängigen Signalweg verläuft. Ein Beispiel für
einen solchen TRAF2-unabhängigen Signalweg ist die Aktivierung des NF-κB-Signalweges
durch den IL-1 Rezeptor. Hier wird NIK in Abhängigkeit von TRAF6 durch die TGFβ-
aktivierende Kinase 1 (TAK1) induziert (Ninomiya-Tsuji et al., 1999), was in Folge ebenfalls
in einer Aktivierung von NF-κB resultiert.
Die Induktion von JNK1 durch LMP1 ist von TRAF6 unabhängig. Dies konnte in Kinasever-
suchen nachgewiesen werden, in denen die dominant-negative TRAF6-Mutante keinen Effekt
auf die LMP1-vermittelte Aktivität von JNK1 hatte (Abb. 4.7). Die Komponenten der
Signalwege, die zur Induktion von p38 MAPK und NF-κB einerseits bzw. JNK1 andererseits
durch LMP1 führen, unterscheiden sich damit offenbar. Diese Tatsache wird auch durch
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kürzlich veröffentlichte Resultate aus unserem Labor gestützt, die eine Rolle von TRAF2 in
der Signaltransduktion von LMP1 zu NF-κB zeigten, nicht jedoch in der Signaltransduktion
zu JNK1 (Kieser et al., 1999). Offensichtlich verzweigen sich die Signalwege, die zu
p38 MAPK und NF-κB, bzw. zu JNK1 führen, schon oberhalb von TRAF2 und TRAF6,
möglicherweise bereits direkt am LMP1-Molekül.
Die p38 phosphorylierende Kinase, MKK6, konnte durch Untersuchungen in dieser Arbeit als
eine weitere Komponente der Signaltransduktion von LMP1 zu p38 MAPK identifiziert wer-
den. Die Koexpression einer dominant-negativen Mutante von MKK6, die keine Kinaseakti-
vität mehr besitzt, führte im Kinaseversuch zu einer Reduktion der p38 MAPK-Aktivierung
durch LMP1 um 84,5 % (Abb. 4.4). Die Charakterisierung der Signalmoleküle, die in der Si-
gnalkaskade zwischen TRAF6 und MKK6 liegen, sind Gegenstand weiterer Untersuchungen.
Durch die Analyse mit LMP1-Mutanten ließen sich das PxQxT-Motiv in CTAR1 und Tyro-
sin 384 in CTAR2 als essentielle Domänen für die Aktivierung von p38 MAPK bestimmen.
Die Hauptrolle scheint dabei Tyrosin 384 zu spielen, da die p38 MAPK-Aktivtität in den Ki-
naseversuchen durch die Y384G-Mutation wesentlich stärker beeinflußt wurde als durch die
Mutation des PxQxT-Motivs (Abb. 4.5). Diese Ergebnisse werden durch kürzlich veröffent-
lichte Daten gestützt (Eliopoulos et al., 1999). Es stellte sich nun die Frage, auf welche Weise
TRAF6 mit diesen beiden Domänen interagiert und somit die Signaltransduktion von LMP1
weiterleitet. Die direkt Bindung von TRAF6 an CD40 erfolgt unabhängig von dem PxQxT-
Motiv an einen anderen Bereich der Signaldomäne des Rezeptors, dem QxPxExxE/F-
Konsensusmotiv (Pullen et al., 1998; Pullen et al., 1999b). LMP1 besitzt jedoch keine mit
CD40 vergleichbare TRAF6-Bindestelle. Eine direkte Interaktion von TRAF6 mit LMP1
konnte somit auch nicht nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht gezeigt), was frühere Veröf-
fentlichungen bestätigt, die lediglich die Bindung von TRAF1, 2, 3 und 5, jedoch nicht von
TRAF6 an LMP1 zeigen konnten (Devergne et al., 1996; Brodeur et al., 1997). Mit Hilfe von
Fluoreszenzmikroskopie und einer sensitiven Sandwich ELISA-Technik konnte TRAF6 je-
doch im LMP1-Signalkomplex detektiert werden (Schultheiss et al., 2001, in Zusammenarbeit
mit Dr. Arnd Kieser bzw. Stephanie Püschner und Hartmut Engelmann). Dabei verhindert die
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gleichzeitige Mutation des PxQxT-Motives und des Tyrosinrestes 384 die Bindung von
TRAF6 an den LMP1-Komplex. Beide Domänen sind für die Induktion der TRAF6-
abhängigen p38 MAPK und NF-κB Signalwege essentiell. Diese Resultate deuten darauf hin,
daß TRAF6 durch eine Interaktion mit dritten Proteinen an CTAR1 und 2 von LMP1 bindet.
In mehreren Publikationen wurde eine direkte Bindung von TRAF2 an das PxQxT-Motiv und
eine indirekte Bindung an LMP1 über TRADD an Tyrosin 384 beschrieben (Devergne et al.,
1996; Brodeur et al., 1997; Izumi und Kieff, 1997; Sandberg et al., 1997; Devergne et al.,
1998; Kieser et al., 1999). Durch Verwendung einer dominant-negativen TRADD-Mutante
konnte die Beteiligung von TRADD am p38 MAPK Signalweg nachgewiesen werden (Abb.
4.8). TRADD ist ein Adaptorprotein, das vor allem mit der zytotoxischen Aktivität von TNF-
Rezeptor 1 in Verbindung gebracht wurde (Übersichtsartikel: Yuan, 1997). Die Beteiligung
von TRADD an proliferativen und anti-apoptotischen Signalwegen von LMP1 ist daher von
großem Interesse. Eine dominant-negative TRAF2-Mutante inhibiert die Induktion von p38
MAPK durch LMP1 (Eliopoulos et al., 1999). Im Hinblick auf diese Ergebnisse ist es wahr-
scheinlich, daß die Bindung von TRAF6 an den LMP1-Signalkomplex durch TRAF2 und
TRADD vermittelt wird. Beide Adaptormoleküle müssen im Signalweg von LMP1 zu
p38 MAPK und NF-κB oberhalb von TRAF6 positioniert sein, da sie beide direkt an LMP1
binden und ihre dominant-negativen Formen diese Signalwege inhibieren.
Bisher ist noch nicht eindeutig geklärt, wie TRAF6 mit den Komponenten des LMP1-
Komplexes interagiert. Die eleganteste Möglichkeit wäre eine direkte Bindung von TRAF6 an
TRAF2. Es ist bekannt, daß TRAF-Moleküle Homo- und Heterodimere durch Interaktion
ihrer C-terminalen TRAF-Domänen bilden (Arch et al., 1998; Inoue et al., 2000). Es konnte
sogar bereits eine direkte Interaktion von TRAF6 und TRAF2 in einem „yeast two-hybrid“
Versuch und in Ko-Immunpräzipitationsversuchen in Säugerzellen gezeigt werden (Cao et al.,
1996). Es ist damit vorstellbar, daß TRAF2 am PxQxT-Motiv von LMP1 als Brückenprotein
für TRAF6 agiert. Wie bereits erwähnt, bindet TRAF2 direkt an das PxQxT-Motiv und liegt
somit in der Signalkaskade zu p38 MAPK oberhalb von TRAF6. Eine komplexere Situation
liegt an Tyrosin 384, der Hauptaktivierungsdomäne von p38 MAPK, vor, da hier TRAF
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Proteine nicht direkt binden können. Die bisher diskutierten Ergebnisse und bereits veröffent-
lichte Daten führen zur folgenden Modellvorstellung der Interaktion von TRAF6 mit CTAR2
(s. auch Abb. 5). TRADD baut den TNF-Rezeptor 1-Signalkomplexes dadurch auf, daß es als
Plattform für die direkte Bindung der Signalmoleküle TRAF2, RIP und FADD dient (Hsu et
al., 1996a; Hsu et al., 1996b; Yuan, 1997). Bemerkenswerterweise kann TRADD gleichzeitig
TRAFs und FADD an den TNF-Rezeptor 1 rekrutieren. Im Fall von LMP1 bindet TRADD
durch direkte Interaktion seines N-terminalen Endes mit dem Tyrosinrest 384 von LMP1
(Izumi et al., 1997; Kieser et al., 1999). TRADD könnte als Brückenprotein für TRAF2/6-
Heterodimere dienen und so eine Lokalisation von TRAF6 im LMP1-Signalkomplex vermit-
teln. Der LMP1-Holokomplex könnte durch Interaktionen von TRAF-Molekülen, die an
CTAR1 bzw. CTAR2 binden, noch weiter stabilisiert werden. Für die Bildung des LMP1-
Signalkomplexes müssen CTAR1 und CTAR2 kooperieren. Nur so kann das maximale Si-
gnaltransduktionspotential von LMP1 erreicht werden (Floettmann et al., 1998). Für die Sta-
bilität und Funktionalität des LMP1-Signalkomplexes ist eine Interaktion zwischen CTAR1
und CTAR2 offenbar essentiell.
Auf welche Weise könnte TRAF6 LMP1-Signale in die Zelle weiterleiten? TRAF6 wurde
kürzlich als eine Ubiquitin-Ligase identifiziert, die gemeinsam mit dem Ubiquitin-
konjugierenden Enzymkomplex Ubc13/Uev1A zur Synthese von neuen Ubiquitinketten befä-
higt ist (Deng et al., 2000). Die Fähigkeit zur Ubiquitinierung ist an die RING-Finger-
Domäne von TRAF6 gekoppelt, die auch an der Aktivierung von NF-κB beteiligt ist. Die
Ubiquitin-Ligaseaktivität von TRAF6 führt durch einen noch nicht vollständig geklärten Me-
chanismus zur Aktivierung von NF-κB (Deng et al., 2000). Diese Resultate lassen vermuten,
daß eventuell auch die Induktion von NF-κB durch LMP1 zumindest teilweise auf das Ubi-
quitinierungspotential von TRAF6 und/oder anderer TRAF Proteine zurückzuführen ist.
In meiner Arbeit konnten TRADD, TRAF6 und MKK6 und als neue Komponenten des
LMP1-induzierten p38 MAPK Signalweges identifiziert werden. p38 MAPK wird vor allem
durch zellulären Streß und Zytokine wie z.B. IL-1 und TNFα aktiviert, die an Entzündungsre-
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aktionen beteiligt sind. p38 MAPK spielt unter anderem eine Schlüsselrolle in der Regulation
von Apoptose und Entzündungsreaktionen (Übersichtsartikel: Nebreda und Porras, 2000; Ono
und Han, 2000). Neue Ergebnisse machen jedoch deutlich, daß p38 MAPK auch in prolifera-
tiven Signalwegen involviert sein kann, da es z.B. für eine optimale CD40-induzierte B-Zell
Proliferation benötigt wird (Craxton et al., 1998; Aicher et al., 1999). Im Kontext der LMP1-
vermittelten proliferativen und anti-apoptotischen Signale ist p38 MAPK an der Aktivierung
der Zytokinen IL-6, IL-8 und IL-10 beteiligt (Eliopoulos et al., 1999; Vockerodt et al., 2001).
Die Rolle von NF-κB in der Funktion von LMP1 liegt vor allem in der Aktivierung von anti-
apoptotischen Genen (Henderson et al., 1991; Laherty et al., 1992; D'Souza et al., 2000). In
der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, daß TRAF6 an beiden Signalwegen und somit
auch an den von ihnen vermittelten biologischen Funktionen beteiligt ist. Offensichtlich agie-
ren TRADD und TRAF6 in einem gemeinsamen Signalweg, der von einem transformierenden
und anti-apoptotischen Onkogen, LMP1, ausgeht. Diese Ergebnisse zeigen neue Aspekte der
molekularen und biologischen Funktion beider Adaptorproteine auf und tragen zum besseren
Verständnis der Funktionen von LMP1 bei.
5.2. Der Effekt eines konditionalen LMP1-Derivats auf das Phosphorylie-
rungsmuster von Signalproteinen in B-Zellen
Ein wichtiger Mechanismus für die Weiterleitung von Signalen in der Zelle ist die sequenti-
elle Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von Signalmolekülen. Phosphorylierungs-
und Dephosphorylierungsreaktionen führen unter anderem zur Aktivierung bzw. Deaktivie-
rung von Kinasen, Änderungen der Interaktion mit anderen Signalmolekülen und Regulation
von Transkriptionsfaktoren. Auch bei der Aktivierung von NF-κB, JNK1/AP-1 und
p38 MAPK durch LMP1 spielen solche Phosphorylierungsreaktionen eine essentielle Rolle.
Für die Identifikation neuer Signalkaskaden, die von LMP1 aktiviert werden, war daher eine
Analyse des Phosphorylierungsmusters bekannter Signalmoleküle von großem Interesse. Für
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diese Analyse wurden B64-19/3 Zellen als Zellsystem gewählt, in dem die Aktivität von
LMP1 auf Proteinebene innerhalb von Minuten angeschaltet werden kann, die der anderen
EBV Proteine jedoch unbeeinflußt bleibt. Dieses System erlaubt somit die Analyse von Kurz-
zeiteffekten, wie z.B. Phosphorylierungsreaktionen, die auf die Aktivität von LMP1 zurück-
zuführen sind. Die Funktionalität des konditionalen Systems wurde anhand der Aktivierung
von p38 MAPK nach künstlicher Aggregation von NGF-R:LMP1 Molekülen durch spezifi-
sche Antikörper bestätigt. Dieses induzierbare System wurde in primären B-Lymphozyten
etabliert (U. Dirmeier, unveröffentlichte Daten). Da B-Lymphozyten auch die wichtigsten
Zielzellen einer EBV-Infektion darstellen, sind Ergebnisse von besonders großer Relevanz,
die mit Hilfe dieses Modellsystems gewonnen wurden.
LMP1-Aktivtität zeigt anti-apoptotische Effekte, die zumindest teilweise auf die Induktion
von anti-apoptotischen Genen zurückzuführen sind (s. oben und Einleitung). Durch eine
Analyse des Phosphorylierungsstatus von Signalfaktoren, die an der Regulation von Apoptose
beteiligt sind, sollten weitere anti-apoptotische Signale von LMP1 identifiziert werden. In die-
sem Zusammenhang wurde daher die Phosphorylierung der Proteinkinase Akt und eines sei-
ner Substrate, dem Bad Protein, in Abhängigkeit von LMP1-Aktivtität untersucht. Beide Si-
gnalmoleküle zeigen in Folge ihrer Phosphorylierung anti-apoptotische Wirkung (Übersichts-
artikel: Datta et al., 1999). Die Induktion der LMP1-Aktivtität hatte jedoch keinen Effekt auf
die Phosphorylierung von Bad oder der Aktivierungsdomäne von Akt. Somit konnte nachge-
wiesen werden, daß der anti-apoptotische Akt-Signalweg offensichtlich keine Rolle in der Si-
gnaltransduktion von LMP1 spielt. LMP1 vermittelt auch proliferative Effekte. Deshalb wur-
den zelluläre Signalwege abgefragt, die bei der Regulation von Zellproliferation eine große
Rolle spielen. Dazu wurden phosphospezifische Antikörper verwendet, die nur die aktiven
Formen der Kinasen ERK und Src detektieren. Im Immunoblot konnten jedoch keine Unter-
schiede im Phosphorylierungsmuster von ERK und Src vor oder nach Stimulierung der
NGF-R:LMP1-Aktivtität beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigen, daß diese Signalwege
nicht direkt durch LMP1 angesteuert werden. Dies bestätigt frühere Resultate aus unserem
Labor, die zeigen, daß ERK2 in transienten Kinaseversuchen in HEK 293-Zellen nicht durch
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LMP1 induziert werden kann (Kieser et al., 1997). Dies stellt für die Rolle der MAPK-
Kaskaden in der Zelltransformation einen sehr interessanten Befund dar. Offensichtlich ist es
möglich, Zellen lediglich durch die Aktivität der hauptsächlich Streß- und Apoptose-
relevanten p38 MAPK- und JNK-Kaskaden ohne gleichzeitige Stimulierung des klassischen
mitogenen ERK Signalweges zu transformieren.
Die Resultate zeigen zudem die prinzipielle Funktionalität des konditionalen Zellsystems.
Dieses System zur Induktion von LMP1-Aktivtität in B-Zellen eignet sich gut für die Cha-
rakterisierung von LMP1-Signalwegen. Da die Zahl der erhältlichen phosphospezifischen
Antikörper von Signalfaktoren ständig steigt, können auf diesem Wege in Zukunft vermutlich
weitere Komponenten der LMP1-Signaltransduktion identifiziert werden.
5.3. Die Aktivierung von JNK2 durch LMP1
Die Mitglieder der JNK-Familie (JNK1, 2 und 3) werden in Folge von Zytokinaktivität und
einer Reihe zellulärer Streßfaktoren wie UV-Licht, H2O2 oder Entzug von Wachstumsfaktoren
aktiviert. Darüber hinaus scheinen sie aber auch an der Entstehung von Tumoren beteiligt zu
sein. JNK1 und 2 sind in einigen Tumorzelllinien konstitutiv aktiv und das transformierende
Potential einiger Onkogene beruht auf der Aktivität von JNK1 (Ip und Davis, 1998, Bost et
al., 1999). JNKs können unter anderem c-Jun, ATF2 und Elk-1 phosphorylieren und die In-
duktion des Transkriptionsfaktors AP-1 bewirken. JNK1 und JNK2 zeigen dabei eindeutig
unterschiedliche Affinitäten zu diesen Substraten, während der Einfluß verschiedener JNKs
auf deren Aktivität noch nicht völlig geklärt ist (Kallunki et al., 1994; Gupta et al., 1996). Es
ist jedoch wahrscheinlich, daß die Effekte von JNK1 und JNK2 nicht immer redundant sind,
was durch eine steigende Zahl an Veröffentlichungen zu Unterschieden der beiden JNK-
Varianten gestützt wird. Kürzlich wurde beispielsweise gezeigt, daß JNK2 im Gegensatz zu
JNK1 in der EGF-induzierten Transformation einer humanen Lungenkrebszelllinie involviert
ist (Bost et al., 1999). In einer weiteren Publikation konnte JNK2 eine wesentliche Rolle bei
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Tumor-Entwicklungsprozessen in Mäusen zugeordnet werden (Chen et al., 2001). Diese Re-
sultate sprechen für eine mögliche Beteiligung von JNK2 auch an LMP1-vermittelten trans-
formierenden Effekten. Die bisherigen Untersuchungen zu LMP1-induzierter JNK-Aktivtität
beschränkten sich auf JNK1. Ergebnisse in dieser Arbeit demonstrieren, daß auch JNK2 in
Abhängigkeit von LMP1 aktiviert werden kann. Möglicherweise spielt JNK2 sogar eine
wichtigere Rolle in der Vermittlung von proliferativen Effekten durch LMP1 als JNK1.
Im Zusammenhang mit den Untersuchungen zu LMP1-abhängigen Phosphorylierungsmustern
in B64-19/3 Zellen wurde auch die Phosphorylierung von JNKs in Abhängigkeit von
NGF-R:LMP1-Aktivtität analysiert. Nach Induktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität durch Anti-
körper-vermittelte Aggregation konnte eine im Vergleich zu JNK1 sehr starke Phosphorylie-
rung von JNK2 beobachtet werden (Abb. 4.11). Da das Expressionsniveau von JNK2 im Ver-
gleich zu JNK1 sogar geringer war, deuten diese Ergebnisse auf eine bevorzugte Aktivierung
von JNK2 durch LMP1 hin. Eine LMP1-abhängige Induktion von JNK2 konnte daraufhin
auch in transienten Kinaseversuchen in HEK 293-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 4.12).
Die Aktivierung von JNK2 ließ sich dabei auch wie erwartet über die Induktion von CD40-
Rezeptor, MEKK1 und durch UV-Bestrahlung erreichen. Es wurde dabei ein ähnliches In-
duktionsmuster von JNK1 und JNK2 bezüglich ihrer Aktivatoren beobachtet. Zum ersten Mal
konnte eine Aktivierung von JNK2 durch LMP1 nachgewiesen werden.
Die Induktion von JNK1 durch LMP1 wird ausschließlich über CTAR2 vermittelt (Kieser et
al., 1997; Eliopoulos und Young, 1998; Kieser et al., 1999). Die Mutation von Tyrosin 384 in
CTAR2 führte ebenfalls zu einem fast völligen Verlust der LMP1-induzierten JNK2-
Aktivtität (Abb. 4.14). Im Gegensatz zu JNK1 zeigte die Mutation des PxQxT-Motives in
CTAR1 einen geringfügigen Einfluß auf die Aktivierung von JNK2 durch LMP1. Eine mögli-
che Erklärung dafür ist, daß die Mutation in CTAR1 zu Änderungen der Zusammensetzung
und der Stabilität des LMP1-Holokomplexes führen, wie bereits oben diskutiert wurde. Diese
Modifikationen könnten somit auch Einfluß auf die Signaltransduktion von CTAR2 haben,
die sich auf JNK2 eventuell stärker als auf JNK1 auswirkt. Eine alternative Erklärung für den
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Unterschied in der Induktion von JNK1 und JNK2 wäre die Beteiligung von Signalfaktoren
an der Induktion von JNK2, die mit CTAR1 interagieren.
Für die Analyse spezifischer Funktionen der JNK1 und JNK2 Signalwege im Kontext der
Zelltransformation und Genregulation durch LMP1 wäre die Verfügbarkeit von spezifisch
wirkenden dominant-negativen Mutanten von JNK1 und JNK2 sehr hilfreich. Aus diesem
Grund war das nächste Ziel meiner Arbeit die Herstellung dominant-negativer JNK1 und
JNK2 Proteine. Da bereits vorhandene JNK-Mutanten mit Mutationen in den aktivierenden
Phosphorylierungsstellen der Aktivierungsdomäne keinen dominant-negativen Effekt zeigten,
sondern sogar konstitutiv aktiv waren (persönliche Mitteilung von A. Kieser), wurde hier ein
anderer Weg zur Etablierung von dominant-negativen JNK1- und JNK2-Formen gewählt.
Durch Austausch des Aspartatrestes gegen Alanin wurden die konservierten DFG-Motive von
JNK1 und JNK2 mutiert. Dieses Motiv scheint aufgrund seiner Beteiligung an der ATP-
Bindung durch Mg2+-Chelatierung essentiell für die Aktivität von JNK zu sein (Gibbs et al.,
1992; Xie et al., 1998). Es konnte hier nun gezeigt werden, daß die Mutation des DFG-Motivs
zu einem völligen Defekt der Kinaseaktivität von JNK1 bzw. JNK2 führte. In einem Kinase-
versuch konnte keine Phosphorylierung des Substrates c-Jun durch die mutierten
HA-JNK1(D169A) bzw. HA-JNK2(D169A) Proteine, auch nicht nach Kotransfektion von
LMP1, nachgewiesen werden (Abb. 4.16). Die weitere Analyse der JNK-Mutanten ergab, daß
ihre Expression zu einer Inhibition der LMP1-induzierten AP-1-Aktivtität führen. Damit zei-
gen diese Resultate, daß der Austausch einer Aminosäure in dem DFG-Motiv ausreichend für
die Generierung dominant-negativer JNK1- und JNK2-Mutanten ist und daß JNK1 und 2 für
die Aktivierung von AP-1 durch LMP1 notwendig sind.
Die Induktion des AP-1 Transkriptionsfaktors durch LMP1 spielt bei Transformationsprozes-
sen durch LMP1 vermutlich eine wichtige Rolle. AP-1 ist ein dimerer Transkriptionsfaktor
aus Jun, Fos und ATF Proteinen und ist in der Kontrolle der Zellproliferation involviert
(Übersichtsartikel: Angel und Karin, 1991; Karin et al., 1997). Die unterschiedliche
Substrataffinität von JNK1 und JNK2 zu c-Jun, ATF2 und Elk-1 weist darauf hin, daß in Fol-
ge der Aktivität von JNK1 und JNK2 AP-1-Dimere unterschiedlich aktiviert werden und da-
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mit differentielle Genexpression induziert wird. Die Entdeckung, daß JNK2 auch an der Si-
gnaltransduktion von LMP1 beteiligt ist, gibt Anlaß zur Frage, welche Effekte der LMP1-
induzierten AP-1-Aktivtität durch JNK2 vermittelt werden und ob JNK1 und JNK2 in der Si-
gnaltransduktion von LMP1 redundante oder unterschiedliche Funktionen erfüllen. Mit Hilfe
der von mir etablierten dominant-negativen Mutanten kann nun untersucht werden, welche
Rolle JNK2 in der Signaltransduktion von LMP1 spielt. Auch die Identifizierung der Kompo-
nenten des JNK2-Signalweges soll zur weiteren Aufklärung des komplexen LMP1-
Signaltransduktionsnetzes beitragen.
5.4. Der Effekt von LMP1 auf das p53-Tumorsuppressorprotein
Das p53 Tumorsuppressorprotein ist ein Transkriptionsfaktor, der nach seiner Aktivierung in
Folge von DNA-Schäden oder anderer zellulärer Streßbedingungen zu einem Arrest des
Zellzyklus oder zur Induktion von Apoptose führt. Die Aktivität von p53 wird dabei haupt-
sächlich über die Kontrolle seiner Proteinstabilität reguliert (Übersichtsartikel: Ashcroft und
Vousden, 1999). Ein wichtiger Abbauweg involviert die Bindung von Mdm2 an p53. Mdm2
inhibiert die Aktivität von p53 durch Bindung innerhalb der Transaktivierungsdomäne und
induziert gleichzeitig den Proteasomen-vermittelten Abbau von p53 durch Ubiquitinierung
(Prives, 1998). Transformierende DNA-Viren wie SV40, Adenovirus und humanes Papillom-
virus kodieren für Onkoproteine, die ebenfalls mit dem p53 Protein interagieren und dessen
Funktion supprimieren oder dessen Abbau einleiten (Übersichtsartikel: Teodoro und Branton,
1997). Die Tatsache, daß p53 in EBV-assoziierten Krebserkrankungen in der Regel nicht mu-
tiert ist (Effert et al., 1992; Edwards und Raab-Traub, 1994), gibt deshalb Anlaß zu Spekula-
tionen, ob möglicherweise ein EBV-kodiertes Protein mit der Funktion von p53 interferiert.
Bisherige Untersuchungen ergaben eine Interaktion von EBNA-LP mit p53 (Szekely et al.,
1993), die dessen Funktion jedoch nicht zu beeinträchtigen scheint (Allday et al., 1995). Des
Weiteren wurde eine direkte Bindung von BZLF1 an p53 beobachtet (Zhang et al., 1994). Da
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dieses EBV Protein jedoch für den Übergang in die lytische Phase von EBV verantwortlich ist
und seine Expression während der latenten Phase nicht nachgewiesen werden kann (Kieff,
1996), spielt diese Interaktion vermutlich während der Latenz von EBV keine Rolle. Daher
war es von besonderem Interesse zu untersuchen, ob das latente Onkoprotein LMP1 über Me-
chanismen zur Inaktivierung von p53 verfügt.
Mit Hilfe des konditionalen NGR-R:LMP1-Systems konnte hier in B-Lymphozyten ein uner-
warteter Effekt von LMP1 beobachtet werden. Die Aktivierung von NGF-R:LMP1 resultierte
in einer raschen Eliminierung des p53 Proteins aus der Zelle. Der Abbau erfolgte innerhalb
weniger Minuten und war spezifisch für p53, da das Expressionsniveau anderer Proteine, wie
beispielsweise p38 MAPK, nicht davon betroffen war (Abb. 4.18 und 4.19). Die Degradation
von p53 wurde im Immunoblot nachgewiesen. Aufgrund der Tatsache, daß einige Antikörper
nur spezifische Konformationen bzw. nur bestimmte Epitope von p53 detektieren, wurde der
Abbau mit mehreren p53-spezifischen Antikörpern bestätigt. Damit konnte auch gleichzeitig
eine zusätzliche und nicht regulierte Proteinbande, die bei der Detektion mit dem α-p53-
Antikörper DO-1 zu sehen war, als unspezifisch nachgewiesen werden. Offensichtlich be-
wirkt die Induktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität in B-Lymphozyten eine Degradation von
p53 Protein auf ein Niveau, das im Immunoblot nicht mehr nachweisbar ist.
Um Hinweise auf den Mechanismus der p53 Degradation zu erhalten, wurden weitere Versu-
che mit HA-Epitop-fusioniertem p53 und einer p53-Mutante durchgeführt, die nicht mehr
durch Mdm2 gebunden werden kann. Der Mutante HA-p53∆I fehlt die Mdm2-Bindestelle
(As 13-19) und kann somit nicht mehr auf dem Mdm2-vermitteltem Weg abgebaut werden
(Marston et al., 1994). Die Resultate zeigten jedoch, daß p53 in Folge von NGF-R:LMP1-
Aktivtität offenbar auf einem Mdm2-unabhängigen Weg abgebaut wird, da p53 trotz Deletion
der Mdm2-Interaktionsdomäne effizient degradiert wurde. LMP1 wählt damit anscheinend
einen alternativen Weg, um p53 zu destabilisieren.
Eine Alternative zu einem Mdm2-abhängigen Weg könnte ein JNK-vermittelter Abbau von
p53 sein. Es wurde gezeigt, daß JNK1 an die Aminosäuren 97 bis 155 von p53 bindet (Adler
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et al., 1997) und bei der Regulation der p53-Stabilität eine Rolle spielt. Der Mechanismus
dieser JNK1-vermittelten Regulation, der sowohl zur Stabilisierung (Fuchs et al., 1998a;
Fuchs et al., 1998b) als auch zur Destabilisierung (Song et al., 1999; Wang und Friedman,
2000) des p53 Proteins führen kann, ist bisher jedoch noch nicht geklärt.
Das p53 Protein enthält mehrere Phosphorylierungsstellen, die durch unterschiedliche Kina-
sen phosphoryliert werden. Obwohl der Effekt dieser Phosphorylierungen intensiv studiert
wurde, ist eine klare Aussage über den Einfluß einzelner Modifikationen auf p53-Stabilität,
DNA-Bindung und Aktivität bislang nicht möglich (Übersichtsartikel: Ashcroft und Vousden,
1999; Meek, 1999). Eine Phosphorylierung von p53 durch die Aktivität von JNK1 und 2
konnte ebenfalls beobachtet werden (Milne et al., 1994; Hu et al., 1997). Der Effekt einer
JNK-vermittelten Phosphorylierung auf p53 ist jedoch nicht eindeutig geklärt. Es wurde po-
stuliert, daß JNK nach seiner Aktivierung p53 phosphoryliert, so die Bindung von JNK bzw.
Mdm2 an p53 blockiert und damit der Abbau von p53 verhindert wird (Fuchs et al., 1998b).
Andere Veröffentlichungen zeigen jedoch, daß die Phosphorylierung durch JNK eine Desta-
bilisierung von p53 verursacht (Song et al., 1999; Wang und Friedman, 2000). Möglicherwei-
se sind für diese unterschiedlichen Effekte unterschiedliche Phosphorylierungsstellen von p53
oder unterschiedliche JNK-Moleküle verantwortlich. Da LMP1 die Aktivierung von JNK1
und JNK2 induzieren kann, scheint eine Verbindung des p53-Abbaus mit der Aktivität von
JNK möglich. Ein Modell um die Effekte von LMP1 auf p53 zu erklären, wäre die Aktivie-
rung von JNK1 bzw. JNK2 durch LMP1, was zu einer Phosphorylierung von p53 mit an-
schließendem Abbau führen könnte.
Eine weitere Möglichkeit eines Mdm2-unabhängigen Abbaus könnte eine Degradation durch
Calpain bieten. Neben dem Ubiquitin-vermittelten Abbau von p53 wurde dessen Degradation
durch Proteasen aus der Familie der Calpaine beschrieben (Kubbutat und Vousden, 1997; Pa-
riat et al., 1997). Die Aktivierung von Calpain, das p53 in vitro ebenfalls innerhalb weniger
Minuten abbaut, könnte einen möglichen Mechanismus darstellen, auf dem LMP1 die Akti-
vität von p53 inhibiert.
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Interessanterweise ist der Mechanismus, über den LMP1 das p53 Protein destabilisiert, offen-
sichtlich dominant über p53-stabilisierende Faktoren. UV-Bestrahlung von Zellen resultiert
normalerweise in einer Stabilisierung und Akkumulation von p53 in der Zelle (Maltzman und
Czyzyk, 1984). In Folge der Bestrahlung mit UV kommt es zu spezifischen Modifikationen
des p53 Proteins wie Phosphorylierung und Acetylierung (Übersicht in Meek, 1999), wobei
der genaue Mechanismus der Stabilisierung jedoch noch nicht geklärt ist. Eine Akkumulation
von p53 in Folge von UV-Strahlung konnte hier auch in B64-19/3-Zellen beobachtet werden.
Nach Induktion der NGF-R:LMP1-Aktivtität wurde das p53 Protein jedoch trotz UV-
Bestrahlung abgebaut (Abb. 4.20). Offenbar ist der LMP1-abhängige Signalweg zur Destabi-
lisierung von p53 dominant über die p53-stabilisierenden Mechanismen in Folge von UV-
Bestrahlung.
Der rasche, durch LMP1 vermittelte Abbau von p53 steht auf den ersten Blick im Wider-
spruch zu dem relativ hohen p53 Proteinexpressionsniveau, das in LCLs beobachtet wird. In
den meisten Zellen, wie auch in primären B-Zellen, ist das p53 Protein aufgrund der geringen
Expression nur schwer nachweisbar (Allday et al., 1995). In aktivierten B-Zellen und LCLs
ist das p53-Expressionsniveau vergleichsweise hoch und kann problemlos im Immunoblot
nachgewiesen werden (Allday et al., 1995). Diese Tatsache erklärt, warum p53 in den B64-
19/3-Zellen vor der Stimulierung im Immunoblot detektiert werden konnte (Abb. 4.18 bis
4.20). Es stellt sich jedoch die Frage, warum LCLs, in denen alle latenten EBV-Gene ein-
schließlich LMP1 exprimiert werden, eine hohe p53 Proteinexpression aufweisen, obwohl
LMP1 offensichtlich den Abbau von p53 Protein induzieren kann. Eine mögliche Erklärung
hierfür wäre, daß LMP1 die Halbwertszeit des p53 Proteins wesentlich verkürzt, dessen
„steady-state level“ jedoch nicht verändert. LMP1 könnte somit bei einer relativ hohen p53-
Expression dessen Umsatzrate erhöhen und damit das Transaktivierungspotential von p53 re-
gulieren. Eine weitere Möglichkeit wäre, daß LMP1 nur während der anfänglichen EBV-
Infektion der Zelle für eine Inaktivierung von p53 durch Degradation sorgt und die p53-
Aktivtität zu einem späteren Zeitpunkt der EBV-Latenz durch andere Mechanismen inhibiert
wird. Dafür spricht, daß LCLs in Gegenwart hoher p53-Expression ohne extrazelluläre Sti-
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muli keine apoptotischen Merkmale zeigen, wie es aufgrund der Aktivität von p53 zu erwar-
ten wäre (Allday et al., 1995). LMP1 wurde bereits als Inhibitor der p53-vermittelten Apopto-
se beschrieben. A20 und bcl-2, die als LMP1-induzierte Gene charakterisiert wurden, haben
beide anti-apoptotische Wirkung und inhibieren p53-abhängige Apoptose (Henderson et al.,
1991; Okan et al., 1995; Fries et al., 1996).
LMP1 spielt offensichtlich eine wichtige Rolle bei der Regulation von p53. Einerseits kann
es, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, die Stabilität des p53 Proteins direkt beein-
flussen, andererseits wirkt es indirekt der Funktion von p53 durch Induktion von anti-
apoptotischen Proteinen entgegen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten erstmals
zeigen, daß auch EBV über direkte Mechanismen zur Inaktivierung des p53 Proteins verfügt.
In weiterführenden Untersuchungen soll nun der Mechanismus dieses LMP1-vermittelten
Abbauweges und seine Bedeutung im Zusammenhang mit EBV analysiert werden. Um auf-
klären zu können, auf welchem Weg der Abbau von p53 erfolgt, soll der Effekt spezifischer
Inhibitoren wie Proteasom-Inhibitoren und Calpain-Inhibitoren untersucht werden. In diesem
Zusammenhang sind auch p53-Mutanten und die hier entwickelten dominant-negativen JNK-
Mutanten von Interesse, um potentielle Abbauwege zu blocken. Darüber hinaus soll das Ex-
pressionsniveau von p53 bei längerer LMP1-Aktivtität beobachtet werden. In unserem Labor
werden zur Zeit LMP1-induzierte Gene analysiert. Mit Hilfe dieser Resultate kann untersucht
werden, ob in Folge von LMP1-Aktivtität die Expression bekannter p53-Zielgene beeinflußt
wird. Des Weiteren sollen Faktoren charakterisiert werden, die am p53-Abbau und an der In-




























Abb. 5: Modell der Signaltransduktion von LMP1. Der C-Terminus des LMP1-Moleküls ist für die Induktion
der Signalwege NIK/IKK/NF-κB, JNK1/AP-1 und p38 MAPK essentiell. Die Aktivierung von p38 MAPK über
MKK6 wird durch CTAR1 und CTAR2 vermittelt. TRAF2 bindet direkt an das PxQxT-Motiv innerhalb von
CTAR1 und indirekt über Interaktion mit TRADD an Tyrosin 384 in CTAR2. TRAF6 interagiert nicht direkt mit
LMP1, ist jedoch für die Aktivierung des LMP1p38 MAPK-Signalweges essentiell und ebenfalls in der In-
duktion von NF-κB durch LMP1 involviert. Die Aktivierung von JNK1 und JNK2 durch LMP1 wird hauptsäch-
lich durch CTAR2 vermittelt. Darüber hinaus kann LMP1 auf einem bisher noch unbekannten Weg die Degra-
dation des p53 Proteins bewirken. Der JAK3/STAT-Signalweg und die Bindung von weiteren TRAF-Molekülen
und RIP sind aus Gründen der Übersichtlichkeit nicht gezeigt. (Abb. modifiziert nach A. Kieser).
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6. Zusammenfassung
LMP1 ist das Hauptonkogen des humanen DNA-Tumorvirus EBV (Epstein-Barr Virus).
LMP1 ist essentiell für die Immortalisierung von B-Zellen durch das Virus. Darüber hinaus
transformiert LMP1 Nagerfibroblasten in Kultur. LMP1 agiert wie ein konstitutiv aktives Re-
zeptormolekül in der Plasmamembran und induziert intrazelluläre Signaltransduktion durch
die Bindung von Signalmolekülen der TNF-Rezeptor Familie. Die bekannten LMP1 Signal-
wege können die biologischen Funktionen von LMP1 jedoch nur teilweise erklären. In meiner
Arbeit sollten daher neue Komponenten der LMP1 Signaltransduktion identifiziert werden.
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte TRAF6 als essentielles und spezifisches Si-
gnalmolekül für die Induktion von p38 MAPK durch LMP1 auf einem MKK6-abhängigen
Signalweg identifiziert werden. In TRAF6 defizienten Maus-Fibroblasten ist eine signifikante
p38 MAPK-Aktivierung durch LMP1 von der ektopischen Expression von TRAF6 abhängig.
Darüber hinaus ist TRAF6 ebenfalls in der Aktivierung von NF-κB, jedoch nicht von
JNK1/AP-1 durch LMP1 involviert. Das PxQxT-Motiv in CTAR1 ist zusammen mit Tyrosin
384 in CTAR2 essentiell für die Aktivierung des LMP1p38 MAPK-Signalweges. Do-
minant-negatives TRADD, das direkt an CTAR2 bindet, inhibiert die Induktion von
p38 MAPK durch LMP1. Zusammengefaßt zeigen diese Ergebnisse zum ersten Mal eine
Rolle von TRAF6 als essentielles Signalmolekül in der Signalkaskade eines transformieren-
den Onkogens, das unterhalb von TRADD und TRAF2 agiert.
Im zweiten Teil meiner Arbeit konnte JNK2 als eine weitere, durch LMP1 induzierte MAPK
in B-Zellen identifiziert werden. Im Zuge dieser Arbeit wurden dominant-negative Mutanten
von JNK1 und JNK2 hergestellt, deren Expression eine Aktivierung von AP-1 durch LMP1
inhibieren und damit eine Rolle von JNK1 und 2 in der Induktion von AP-1 beweisen.
In einem konditionalen LMP1-System in B-Zellen induzierte NGF-R:LMP1 die Degradation
des p53 Proteins. Dieser Effekt ist spezifisch für p53, erfolgt innerhalb weniger Minuten und
ist dominant über der p53-stabilisierenden Wirkung von UV-Strahlung. Somit konnte erstmals
ein EBV-spezifischer Mechanismus aufgedeckt werden, der zu einer Deaktivierung des Tu-
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